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La compréhension des remodelages vasculaires est un enjeu important de santé 
publique. En effet, des modifications des réseaux sanguins et lymphatiques sont impliquées 
dans de nombreuses situations pathologiques telles  que le cancer, le diabète, le psoriasis ou 
eŶĐoƌe  l’oďĠsitĠ… La découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques repose en partie 
sur la compréhension des paramètres physiologiques qui ĐoŶtƌôleŶt l’ĠtaďlisseŵeŶt des 
réseaux sanguins et lymphatiques. Dans ce contexte, la période périnatale est une période 
de Đhoiǆ pouƌ l’Ġtude de Đes ƌeŵodelages vasĐulaiƌes Đaƌ ils Ǉ soŶt ŵis eŶ jeu de ŵaŶiğƌe 
physiologique.  
 
BMP9 (Bone Morphogenetic Protein 9) et BMP10 sont deux facteurs de croissance 
que notre laboratoire a identifiés comme étant les ligands du récepteur ALK1 (Activin 
receptor-Like Kinase 1) (David et al., 2007a). Ce récepteur est exprimé par les cellules 
endothéliales (CE) et ses mutations sont  responsables de pathologies vasculaires. Cela fait 
d’ALKϭ et de ses ligaŶds des pƌotĠiŶes doŶt il est iŵpoƌtaŶt de ĐoŵpƌeŶdƌe les diffĠƌeŶts 
rôles les remodelages vasculaires. Cette problématique  a été abordée dans un contexte de 
physiologie vasculaire large : le développement lymphatique, l’aŶgiogenèse postnatale de la 
rétine,  la fermeture du canal artériel et la gestation.  Ces thèmes de recherche sont reliés 
entre eux concrètement par la souris invalidée pour Bmp9. Cette souris est arrivée dans le 
laboratoire au début de ma thèse et a constitué le point central de mes recherches . BMP10 a 
été incluse dans ce travail de recherche car sa proximité avec BMP9 en faisait la candidate 
de mécanismes compensatoires mis en place eŶ l’aďseŶĐe de BMPϵ. 
 
DaŶs Đe ĐoŶteǆte, l’oďjeĐtif de Đe tƌavail est la compréhension des rôles que BMP9 et 
BMP10 jouent dans les remodelages vasculaires périnataux. Pour cela, quatre grands 
pƌoĐessus oŶt ĠtĠ aďoƌdĠs et pouƌ ĐhaĐuŶ d’eŶtƌe euǆ les doŶŶĠes in vivo collectées chez la 
souris ont été complétées par des analyses in vitro. L’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et/ou de BMP10 a 
ainsi été démontrée dans (1) le développement lymphatique, (2) l’aŶgiogeŶğse postŶatale 
de la rétine, (3) la fermeture du canal artériel et (4) au cours de la  gestation. Des résultats 
ont également été obtenus sur ALK1, le récepteur de BMP9 et de BMP10.  
 
AfiŶ de ĐoŵpƌeŶdƌe l’iŶtĠƌġt de Đes ƌĠsultats, la paƌtie iŶtƌoductive de ce manuscrit 
présente dans un premier temps la mise en place embryonnaire des systèmes cardio-
vasculaires. Dans un second et un troisième temps, le développement du réseau 
lymphatique et le canal artériel seront détaillés. La famille des BMP, et plus précisément 
BMP9 et BMP10, sera dĠĐƌite daŶs la deƌŶiğƌe paƌtie de l’iŶtƌoduĐtioŶ.     
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Partié ͳ DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE CARDIO-VASCULAIRE 
 
D’uŶe ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, Đe tƌavail de thğse poƌte suƌ les ƌemodelages vasculaires périnataux, 
conçus comme un ensemble fonctionnel . Le Đœuƌ pƌopulse le saŶg daŶs l’eŶseŵďle du ƌĠseau  
sanguin, y compris le placenta, et les fluides Ƌui s’ĠĐhappeŶt de Đe ƌĠseau Ǉ soŶt ƌaŵeŶĠs via le 
système lǇŵphatiƋue. Cette pƌeŵiğƌe paƌtie d’iŶtƌoduĐtioŶ a pouƌ aŵďitioŶ de ƌesituer ces 
différentes parties dans un contexte de développement, afin de pouvoir apprécier par la suite des 
effets que peuvent avoir BMP9 et BMP10 sur ces phénomènes. 
 
Chez les mammifères, la fécondation de l’ovule est suivie de plusieurs divisions cellulaires 
ĐoŶduisaŶt l’embryon au stade de la morula (16 à 64 cellules). JusƋu’à Đe stade, les Đellules soŶt dites 
totipoteŶtes, Đ’est-à-diƌe Ƌu’elles soŶt Đapaďles de doŶŶeƌ uŶ iŶdividu Đoŵplet et toutes les aŶŶeǆes 
embryonnaires. La différenciation cellulaire s’aŵoƌĐe à la fiŶ du stade ŵoƌula et conduit à la 
formation du blastocyste (Figure 1). Ce stade eŵďƌǇoŶŶaiƌe est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ la foƌŵatioŶ d’uŶe 
cavité interne remplie de liquide , le ďlastoĐœle, et de deux zones cellulaires bien distinctes : le 
trophectoderme et la masse cellulaire interne. Le trophectoderme est composé par les cellules 
localisées à la surface du blastocyste, les trophoblastes. Ces cellules donneront ensuite les annexes 
extra-embryonnaires : placenta, amnios, vésicule vitelline et allantoïde. La masse cellulaire interne 
pouƌsuivƌa soŶ dĠveloppeŵeŶt jusƋu’à la foƌŵatioŶ d’uŶ iŶdividu Đoŵplet. L’iŵplaŶtatioŶ de 
l’eŵďƌǇoŶ daŶs l’eŶdoŵğtƌe ĐoŵŵeŶĐe au stade ďlastoĐǇste et  Đ’est à paƌtiƌ de Đe stade Ƌu’il 
devient nécessaire de traiter séparément la placentation et le développement cardiovasculaire du 
fœtus.  
 
Figure 1 SĐhĠŵa d’uŶ BlastoĐǇste. 
Les pƌeŵiğƌes Ġtapes du dĠveloppeŵeŶt de l’eŵďƌǇoŶ s’effeĐtueŶt à l’iŶtĠƌieuƌ d’uŶe ĐoƋue glǇĐopƌotĠi que, la 





Apƌğs ϱ jouƌs de dĠveloppeŵeŶt Đhez la feŵŵe, le ďlastoĐǇste s’eǆtƌait de la zoŶe pelluĐide 
et les tƌophoďlastes eŶtƌeŶt aloƌs eŶ ĐoŶtaĐt aveĐ l’eŶdoŵğtƌe Ƌui tapisse la Đavi té utérine : Đ’est le 
début de la placentation (Figure 2).  
 
Figure 2 SĐhĠŵa de l’iŵplaŶtatioŶ du BlastoĐǇste. 
Après la rupture de la zone pellucide, les cytotrophoblastes prolifèrent et fusionnent au con tact de la paroi 
utérine pouƌ foƌŵeƌ le sǇŶĐǇtiotƌophoďlaste. Le disƋue eŵďƌǇoŶŶaiƌe est aloƌs foƌŵĠ  de l’hǇpoďlaste et de 
l’Ġpiďlaste. OŶ Ŷote l’appaƌitioŶ de la ĐavitĠ aŵŶiotiƋue sous l’Ġpiďlaste. SĐhĠŵa adaptĠ de: 
http://www.embryology.ch 
 
Au contact de la muqueuse utérine, les cytotrophoblastes (CT) (qui dérivent des 
trophoblastes initiaux) prolifèrent, se différencient et fusionnent pour former le syncytiotrophoblaste 
(ST). Ces deux types de trophoblastes vont poursuivre leur prolifération tout en érodant 
pƌogƌessiveŵeŶt l’eŶdoŵğtƌe  ŵateƌŶel. Cet eŶvahisseŵeŶt s’effeĐtue à la ŵaŶiğƌe d’uŶ 
eŶƌaĐiŶeŵeŶt, ĐhaƋue eǆtƌĠŵitĠ de ƌaĐiŶe ĐoŶstituaŶt uŶe villositĠ Đhoƌiale, l’uŶitĠ stƌuĐtuƌale et 
fonctionnelle du placenta (Figure 3, Figure 4). Le ƌĠseau saŶguiŶ fœtal se dĠveloppe daŶs les villositĠs 
tandis que l'activité lytique du ST érode l’eŶdoŵğtƌe et ses les capillaires, créant ainsi des lacunes 
remplies de saŶg ŵateƌŶel. Les ĠĐhaŶges fœtauǆ-maternels peuvent alors se mettre en place pour 
fouƌŶiƌ à l’eŵďƌǇoŶ l’oǆǇgğŶe et les ŶutƌiŵeŶts doŶt il a ďesoiŶ.  
 
Figure 3 Schéma du placenta à terme. 
Schéma adapté de: http://www.larousse.fr/encyclopedie/data/images/1002005 -Coupe_du_placenta.jpg 
 
La couche multinuclée de ST joue le rôle d’uŶitĠ eŶdoĐƌiŶe du plaĐeŶta, Đapaďle de sĠĐƌĠteƌ 
des hoƌŵoŶes stĠƌoïdes ;pƌogestĠƌoŶe et œstƌogğŶesͿ et des hoƌŵoŶes polǇpeptidiƋues ; human 
chorionic gonadotropin (hCG), placental growth hormone (PGH)). Ces hormones jouent un rôle 
déterminant dans le maintien et le développement de la grossesse (Alsat et al., 1999). Les CT se 
différencient également en un autre type cellulaire  : les cytotrophoblastes extra-villeux.  Ces CT 
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extravilleux se différencient dans la partie distale de la villosité choriale, acquièrent un phénotype 
invasif et envahissent l’eŶdoŵğtƌe ŵateƌŶel. Cet eŶvahisseŵeŶt se tƌaduit ŶotaŵŵeŶt paƌ uŶe 
migration jusque dans la parois des artères spiralées utérines pour aller y remplacer les cellules 
endothéliales (CE) maternelles et permettre ainsi de moduler le débit sanguin dan s l’espaĐe 
intervilleux (Figure 4) (Redman, 1997).  
 
Figure 4 SĐhĠŵa d’uŶe villositĠ Đhoƌiale. 
Au cours de leur différenciation terminale, les CT extravil leux peuplent les artères maternelles ou deviennent 
des cellules géantes (bi ou tri -nucléées). Les couches de CT, de ST, le mésenchyme de la vil losité et les cellules 
endothéliales des capillaires  fœtauǆ  constituent la barrière placentaire. Schéma adapté (Fournier et al., 2007).  
 
 La description de la placentation effeĐtuĠe jusƋu’à pƌĠseŶt ĐoŶĐeƌŶe l’espğĐe humaine. 
Quelques éléments de comparaison permettent de comprendre les différences qui existent entre les 
plaĐeŶtas huŵaiŶs et ŵuƌiŶs. L’aŶalogue des villositĠs Đhoƌiales, le site des ĠĐhaŶges fœtauǆ 
maternels, est appelé labyrinthe chez la souris. La structure de cette zone d’ĠĐhaŶge diffĠƌente : 
aƌďoƌisatioŶ auǆ eǆtƌĠŵitĠs ďoƌgŶes Đhez l’hoŵŵe, stƌuĐtuƌe laďǇƌiŶthiƋue ďeauĐoup plus 
interconnectée chez la souris. Elle est dite hémo-ŵoŶoĐhoƌiale Đhez l’huŵaiŶ et hémo-trichoriale 
chez la souris, chez qui 3 couches de trophoblastes sont retrouvées contre la seule couche de 
sǇŶĐitiotƌophoďlaste Đhez l’huŵaiŶ. CepeŶdaŶt, Đes zoŶes d’ĠĐhaŶges soŶt aŶalogues suƌ le plaŶ 
fonctionnel.  Dans les 2 espèces, la région maternelle bordant la zone des échanges est envahie par 
des trophoďlastes. Cette zoŶe est appelĠe plaƋue ďasale Đhez l’huŵaiŶ, et spoŶgiotƌophoďlaste Đhez 
la souris. L’eŶvahisseŵeŶt des aƌtğƌes ŵateƌŶelles est plus liŵitĠ Đhez la souƌis  (Georgiades et al., 
2002). Chez la souƌis, la duƌĠe de gestatioŶ est de ϭϵ,ϱ jouƌs, ĐoŶtƌe ϯϵ seŵaiŶes Đhez l’huŵaiŶ.  
 
Cet aperçu du processus de placentation permet de comprendre le développement de la 
structure Ƌui fouƌŶit le fœtus eŶ oǆǇgğŶe et ŶutƌiŵeŶts et lui peƌŵet de se dĠveloppeƌ jusƋu’à soŶ 
teƌŵe. Le dĠveloppeŵeŶt fœtal s’effeĐtue eŶ parallèle de celui du placenta et sera abordé à travers 
le développement cardiaque et vasculaire. Le dĠveloppeŵeŶt fœtal Ƌui va ŵaiŶteŶaŶt ġtƌe dĠĐƌit 




II. Développement cardiaque 
Le Đœuƌ ĐoŵŵeŶĐe à se foƌŵeƌ dğs le jouƌ eŵďƌǇoŶŶaiƌe ϳ ;EϳͿ Đhez la souƌis et après 3 
seŵaiŶes Đhez l’hoŵŵe.   
 
Figure 5 Représentation schématique du développement cardiaque. 
OŶ Ŷote la pƌĠseŶĐe des aƌtğƌes des aƌĐhes aoƌtiƋues à l’Ġtape du loopiŶg ĐaƌdiaƋue ;FlğĐhe violetteͿ. Le 
développement de cette structure sera abordé dans le prochain chapitre. Les valves cardiaques se formeront 




Le processus de développement cardiaque débute  à E7, après la gastrulation, l’Ġtape du 
développement permettant de former les 3 feuillets embryonnaires. Deux zones mésodermiques se 
distinguent, les « champs cardiaques primaires » ( Primary Heart Fields). Les progéniteurs 
mésodermiques de ces deux régions convergent ensuite pour former à E7.75 le croissant cardiaque, 




Ces pƌogĠŶiteuƌs ŵigƌeŶt eŶsuite veŶtƌaleŵeŶt pouƌ foƌŵeƌ uŶ Đœuƌ liŶĠaiƌe tuďulaiƌe à 
E8.25. La région d’eŶtƌĠe du fluǆ, la chambre atriale commune, est située du côté caudal du tube. 
Cette stƌuĐtuƌe tuďulaiƌe ĠphĠŵğƌe est ĐoŶstituĠe d’uŶe ĐouĐhe iŶteƌŶe eŶdothĠliale, l’eŶdoĐaƌde et 
d’uŶe ĐouĐhe eǆteƌŶe ŵusĐulaiƌe, le ŵǇoĐaƌdiuŵ. La gelĠe ĐaƌdiaƋue ĐoŶstitue  la couche 
intermédiaire entre les 2 précédentes (Harvey, 2002). 
 
Looping  
À partir de E9.5 le tube cardiaque linéaire subit une torsion complexe par la droite, le looping 
cardiaque. Le Đœuƌ adopte aloƌs uŶe foƌŵe spiƌalĠe, la paƌtie atƌiale ĐoŵŵuŶe pƌeŶaŶt uŶe positioŶ 
cranio-dorsale. On passe aloƌs d’uŶ motif antéro-postérieur (avec le pôle veineux postérieur et le 
pôle artériel antérieur) à un motif gauche-droit.  
 
Trabéculation 
Au cours du processus de torsion, la partie interne des ventricules devient de plus en plus 
complexe : Đ’est la tƌaďĠĐulatioŶ (Figure 6). Les trabécules correspondent à des feuillets de 
ĐaƌdioŵǇoĐǇtes foƌŵaŶt des Đƌġtes à l’iŶtĠƌieuƌ des ĐavitĠs ĐaƌdiaƋues. Ces Đƌġtes soŶt eŶtouƌĠes 
d’uŶe ĐouĐhe de Đellules eŶdoĐaƌdiales. UŶe des foŶĐtioŶs pƌiŵaiƌe des tƌaďĠĐules est d’augŵeŶteƌ 




Figure 6 Le processus de trabéculation. 
Les flğĐhes ďleues ƌepƌĠseŶteŶt le seŶs de ĐiƌĐulatioŶ du saŶg daŶs le Đœuƌ eŵďƌǇoŶŶaiƌe.  La trabéculation se 
déroule également dans les oreil lettes. Schéma adapté de (High and Epstein, 2008). 
 
Coussins endocardiaux et septation 
La région du canal atrio-veŶtƌiĐulaiƌe ;AVCͿ s’Ġpaissit ĠgaleŵeŶt : Đ’est la foƌŵatioŶ des 
coussins endocardiaux ou « endocardial cushions ». Cette zoŶe de l’AVC donnera plus tard les valves 
mitrale et tƌiĐuspide. UŶe seĐoŶde zoŶe d’ĠpaississeŵeŶt est également présente à la sortie du 
Đœuƌ, daŶs l’OFT (Outflow tract), elle conduira à la formation des valves aortiques et pulmonaires, 
aiŶsi Ƌu’au septuŵ aoƌtiĐo-pulmonaire. A E10.5, les 4 chambres du Đœuƌ soŶt dĠfiŶies, et à E14.5, la 
séparation des Đhaŵďƌes s’est effeĐtuĠe, de ŵġŵe Ƌue Đelle de l’OFT, qui se sépare en 2 : tronc 
pulmonaire et aorte (High and Epstein, 2008).  
 
Epicardium 
A E9.5, un 3ème tissu ĐaƌdiaƋue se dĠveloppe, Đ’est l’ĠpiĐaƌdiuŵ.  A E11, les cellules 
épicardiales recouvrent complètement le myocardium et se différencie nt en différents lignages, 
permettant notamment la formation des coronaires (Epstein, 2010). 
 
III. Développement des artères des arches aortiques 
La ƌĠgioŶ de l’OFT est à l’oƌigiŶe ĐoŵposĠe d’uŶ seul vaisseau Ƌui se sĠpaƌe eŶsuite eŶ uŶ 
eŶseŵďle d’aƌtğƌes sǇŵĠtƌiƋues, les aƌtğƌes des aƌĐhes aoƌtiƋues.  Il en existe 6 paires, mais qui ne 
sont pas toutes présentes au même moment du développement.  Ces artères se branchent 
dorsalement sur chacune des 2 aortes dorsales qui distribuent ensuite le saŶg daŶs l’eŶseŵďle de 
l’eŵďƌǇoŶ ;Figure 7). Les cellules de la crête neurale vont migrer et peupler les parois des artères des 
arches aortiques et se différencier en cellules de muscle lisse (SMC, Smooth Muscle cells) (High and 
Epstein, 2008).  
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Figure 7 Les artères des arches aortiques. 
Les artères des aƌĐhes aoƌtiƋues peƌŵetteŶt de ƌelieƌ l ’aoƌte veŶtƌale, situĠe à la soƌtie du Đœuƌ, auǆ deuǆ 
aortes dorsales symétriques. Les flèches bleues représentent le sens de circulation du sang. Les artères des 
aƌĐhes aoƌtiƋues soŶt uŶe ĐoŵposaŶte de l’appaƌeil  pharyngé, une structure complexe qui donnera par la suite 
les muscles squelettiques, les os, les nerfs et l es vaisseaux de la face et du cou principalement. Schéma adapté 
de: http://www.uoguelph.ca/zoology/devobio/210labs/arch1.html  
 
Au cours du développement, les artères des arches aortiques subissent un remodelage 
Đoŵpleǆe, de la sǇŵĠtƌie veƌs l’asǇŵĠtƌie, Ƌui va doŶŶeƌ ŶaissaŶĐe auǆ gƌos vaisseauǆ de la soƌtie du 
Đœuƌ tels Ƌu’ils soŶt pƌĠseŶts à l’âge adulte  (Figure 8). 
 
 
Figure 8 Le remodelage des artères des arches aortiques. 
Entre E10,5 et E13,5 les artères des arches aortiques subissent un processus de remodelage complexe 
aboutissant à la formation des gros vaisseaux. On note que de E13,5 à la naissanc e, l ’aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe est 
diƌeĐteŵeŶt ƌeliĠe à l’aoƌte paƌ le ĐaŶal aƌtĠƌiel. Cette stƌuĐtuƌe, qui se ferme à la naissance, sera développée 
dans la 3
ème
 partie de cette introduction. Schéma adapté de (High and Epstein, 2008). 
 
A Đe poiŶt de l’iŶtƌoduĐtioŶ, ϯ pƌoĐessus  développementaux ont été abordés : (1) la 
plaĐeŶtatioŶ, aveĐ le dĠveloppeŵeŶt des villositĠs Đhoƌiales où oŶt lieu l’oǆǇgĠŶatioŶ et l ’appoƌt en 
nutriments ; (2) le développement cardiaque, la pompe sanguine ; et (3) la formation des artères des 
arches aortiƋues Ƌui ĐoŶŶeĐteŶt le Đœuƌ auǆ aoƌtes doƌsales. Le dĠveloppeŵeŶt du ƌĠseau saŶguiŶ , 
qui se fait de manière concomitante aux autres processus, permet de relier ces différents éléments. 
Sa description permettra d’avoiƌ uŶe visioŶ gloďale et foŶĐtioŶŶelle du système cardiovasculaire 
embryonnaire.   
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IV. Le réseau sanguin 
La vasculogenèse correspond à la mise en place de novo d’uŶ pleǆus vasculaire primitif à 
partir de progéniteurs nommés hémangioblastes. La croissance  et l’oƌgaŶisatioŶ de Đe pleǆus eŶ uŶ 
réseau vasĐulaiƌe foŶĐtioŶŶel ĐoŶstitue l’aŶgiogeŶğse.  
 
1. Vasculogenèse 
Le développement du système circulatoire commence dès la fin de la gastrulation et à cette 
étape précoce, seul le processus de vasculogenèse est impliqué. Il se déroule à la fois dans des sites 
intra-embryonnaires (mésoderme embryonnaire) et extra-embryonnaires (sac vitellin, allantoïde et 
placenta) (Patel-Hett and D'Amore, 2011).  
 
Dans le sac vitellin murin, les cellules primitives du mésoderme migrent, se dif férencient et 
s’assoĐieŶt eŶ « îlots sanguins » dès E6.5/E7 (Figure 9, A,B,C). Dans les ilots sanguins, les cellules 
périphériques, nommées angioblastes, vont se différencier ultérieurement en cellules endothéliales, 
tandis que les cellules du centre vont devenir des précurseurs hématopoïétiques.  (Figure 9, D,E). Les 
aortes dorsale et ventrale et les veines cardinales se forment ensuite par coalescence ou migration 
des angioblastes à partir de ces « îlots sanguins ». A E8, les vasculatures intra- et extra-
embryonnaires se sont anastomosées et le plexus primaire s’est connecté au tube cardiaque (Patel-
Hett and D'Amore, 2011).  
 
Figure 9  Les étapes de la vasculogenèse. 
Schéma (Patel-Hett and D'Amore, 2011). 
 
La famille des FGF (Fibroblasts growth Factor), et notamment FGF-2, est impliquée dans 
l’iŶduĐtioŶ des aŶgioďlastes à paƌtiƌ du ŵĠsodeƌŵe  (Cox and Poole, 2000). Ce sont des facteurs de 
croissance qui agissent via des récepteurs FGF tyrosine kinases.  La famille de morphogènes 
Hedgehog est aussi impliquée dans de nombreuses étapes du développement de la vasculature. La 
formation des îlots sanguins dans le sac vitellin requiert en paƌtiĐulieƌ l’aĐtivatioŶ de IHH (Indian 
Hedghog). La voie canonique des protéines Hedgehog passe par leur liaison au récepteur PTCH 
(Patched), ce qui va permettre la translocation nucléaire du facteur de transcription GLI, via 
l’aĐtivatioŶ de SMO (Smoothened) (Dyer et al., 2001). Sous l’aĐtioŶ de faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe, Đoŵŵe 
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le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), les angioblastes vont ensuite migrer et entraîner la 
fusion des îlots sanguins, créant ainsi le plexus vasculaire primitif.  Les neuropilines (NRP), des co-
récepteurs des récepteurs du VEGF, sont également impliquées dans la vasculogenèse, puisque les 
souris invalidées pour NRP1 et NRP2 ne développent pas de plexus vasculaire primaire (Takashima et 
al., 2002). La signalisation VEGF sera précisée dans le paragraphe suivant consacré à l’aŶgiogeŶğse. 
La famille TGFβ ;TƌaŶsfoƌŵiŶg Gƌoǁth FaĐtoƌ βͿ est aussi impliquée dans le processus de 
vasculogeŶğse, et eŶ paƌtiĐulieƌ le ligaŶd TGFβϭ et le ƌĠĐepteuƌ TGFβR2 (Goumans and Mummery, 
2000) (Larsson et al., 2001) (Oshima et al., 1996). Ces facteurs de croissance seront détaillés dans un 
prochain paragraphe dédié aux principaux faĐteuƌs de l’aŶgiogeŶğse. 
 
2. Angiogenèse 
L’aŶgiogeŶğse est dĠfiŶie Đoŵŵe la foƌŵatioŶ de Ŷouveauǆ vaisseauǆ saŶguiŶs à paƌtiƌ du 
plexus vasculaire primitif ou à partir de vaisseaux sanguins préexistants. L’aŶgiogeŶğse est tƌğs aĐtive 
au cours de la période pĠƌiŶatale, ŵais elle est ƋuiesĐeŶte Đhez l’adulte. Le ĐǇĐle ŵeŶstƌuel et la 
gestatioŶ ĐoŶstitueŶt des eǆeŵples de ƌĠaĐtivatioŶ phǇsiologiƋue de l’aŶgiogeŶğse au Đouƌs de l’âge 
adulte. Cette réactivation a également lieu dans des situations pathologiques, telles que les cancers, 
la rétinopathie diabétique ou la polyarthrite rhumatoïde. 
 
a. Description de l’angiogenèse  
L’aŶgiogeŶğse peut s’effeĐtueƌ selon au moins 2 processus : le bourgeonnement et 
l’iŶtussusĐeptioŶ. Loƌs de l’aŶgiogeŶğse paƌ iŶtussusĐeptioŶ, le vaisseau primitif se divise de façon 
loŶgitudiŶale : les Đellules eŶdothĠliales s’iŶvagiŶeŶt daŶs la luŵiğƌe et voŶt foƌŵeƌ uŶe ĐloisoŶ 
donnant naissance à 2 néo-vaisseaux (Figure 10). Ce tǇpe d’aŶgiogeŶğse est très important dans le 
remodelage vasculaire pulmonaire qui se produit dans les deux ans après la naissance chez l'homme 
(Makanya et al., 2009). 
 
Figure 10 L’aŶgiogeŶğse paƌ iŶtussusĐeptioŶ. 
Les invaginations de la paroi fusionnent pour former un pil ier transluminal. Ce processus se répète  alors que  la 
séparation des 2 néo-vaisseauǆ pƌogƌesse. D’apƌğs (Makanya et al., 2009). 
 
L’aŶgiogeŶğse paƌ ďouƌgeonnement ĐoŶsiste eŶ la foƌŵatioŶ et l’ĠloŶgatioŶ d’uŶ ďouƌgeoŶ 
sur un vaisseau sanguin préexistant. Elle se dĠƌoule eŶ Ϯ phases : la phase d’aĐtivatioŶ et la phase de 
maturation. Loƌs de l’aĐtivatioŶ, oŶ oďseƌve la dĠstaďilisatioŶ du vaisseau pƌĠeǆistaŶt  par 
dégradation de la membrane basale, une vasodilatation, puis une prolifération et une migration des 
cellules endothéliales. La stabilisation des structures vasculaires nouvellement formées correspond à 
la phase de maturation. C’est Đe tǇpe d’aŶgiogeŶğse qui est le plus courant et le plus documenté, et 
qui sera pour ces raisons traité dans la suite de cette introduction. Les principaux facteurs 
angiogéniques seront détaillés dans le paragraphe suivant. Dans la description des 2 phases de 




Au Đouƌs de la phase d’aĐtivatioŶ, paƌŵi les Đellules ƋuiesĐeŶtes de la paƌoi du vaisseau 
(« stalk cells » ou Đellules de tigeͿ, l’uŶe va prendre la tête du nouveau vaisseau : il s’agit de la « tip 
cell » ou Đellule de l’eǆtƌĠŵitĠ ;Figure 11). Les dénominations anglaises « tip cell » et « stalk cell » 
étant largement admises en français scientifique, elles seront utilisées dans la suite de cette 
introduction, entre guillemets.   
 
La phase d’aĐtivatioŶ s’iŶitie eŶ ƌĠpoŶse au VEGF : la perméabilité vasculaire augmente par 
redistribution des ŵolĠĐules d’adhĠsioŶ iŶteƌ-cellulaires PECAM (Platelet-Endothelial Cell Adhesion 
Molecule) et VE-cadhérine (Vascular Endothelial Cadherin). Les vaisseaux se dilatent en réponse au 
NO (oxyde nitrique) (Carmeliet, 2000). 
 
On observe ensuite la perte de contact entre les cellules murales et les cellules endothéliales 
sous l’aĐtioŶ de l’angiopoïétine-2 (Ang-2) sur le récepteur Tie-2 (Maisonpierre et al., 1997). La 
sécrétion de métalloprotéases (MMPs) induit une dégradation locale de la matrice extracellulaire 
(MEC) et de la membrane basale. Les MMPs clivent différents composés de la MEC (matrice 
extracellulaire) : laminine, fibronectine, élastine, collagène. D’autƌes pƌotĠases iŶteƌvieŶŶeŶt 
également, comme les collagénases de type IV ou V, ou eŶĐoƌe l’aĐtivateuƌ du plasŵiŶogğŶe. Cette 
dégradation permet non seulement de créer un espace pour les cellules endothéliales migrantes 
mais aussi de libérer des facteurs de croissance comme le FGF-2 ou le VEGF (Arroyo and Iruela-
Arispe, 2010). 
 
Figure 11 L’aŶgiogenèse par bourgeonnement (1) : Phase d’aĐtivatioŶ, sĠleĐtioŶ de la « tip cell » 
Les  principaux facteurs  impl iqués  sont indiqués  en bleu.  D’apƌğs  (Carmel iet and Ja in, 2011). 
 
La détermination de la « tip cell », ŶĠĐessite l’iŶduĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ de DLL4 (Delta-like 4) 
en réponse au VEGF-A (Figure 11, Figure 15).  En remontant le gradient des facteurs proangiogéniques 
les « tip cells » ŵigƌeŶt veƌs l’espaĐe pĠƌi-vasculaire  où elles pƌolifğƌeŶt et s’assoĐient pour former 
un néo-vaisseau (Figure 12) (Ruhrberg et al., 2002) (Gerhardt et al., 2003). La MEC joue un rôle 
pƌiŵoƌdial au Đouƌs de Đette Ġtape paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des iŶtĠgƌiŶes qui facilitent la migration des 
cellules endothéliales (Hood and Cheresh, 2002). Plusieurs études montrent une implication des 
facteurs de guidance neuronaux (dont les sémaphorines et les éphrines) dans l'angiogenèse et la 
migration des cellules endothéliales (Carmeliet and Tessier-Lavigne, 2005). La migration des cellules 
endothéliales cesse lorsque le bourgeon s'anastomose avec un vaisseau existant. Les macrophages 
jouent un rôle important dans cette anastomose (Fantin et al., 2010). 
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Figure 12 L’aŶgiogeŶğse paƌ ďouƌgeoŶŶeŵeŶt ;ϮͿ : Phase d’aĐtivatioŶ, ŵigƌatioŶ de la « tip cell » et 
prolifération des « stalk cells »  
 (Carmeliet and Jain, 2011) 
 
Phase de maturation 
La première étape de la maturation du vaisseau est l'arrêt de la prolifération et de la 
migration des cellules endothéliales avec la sécrétion de la MEC. La sǇŶthğse d’uŶe Ŷouvelle MEC est 
induite par le TGF-βϭ, via son récepteur ALK5, sur les cellules endothéliales et les fibroblastes  
(Roberts and Sporn, 1989) (Krummel et al., 1988). Les jonctions endothéliales sont alors resserrées 
grâce à l'action de l'Ang-1 (Figure 13) (Thurston G. 2000). Notre laboratoire a identifié un nouvel 
acteur de la phase de maturation, BMP9, qui inhibe la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales via le récepteur ALK1 (David et al., 2007a). 
 
Une étape cruciale lors de la maturation est le recouvrement des cellules endothéliales par 
les cellules murales. En effet, les vaisseaux non recouverts par ces cellules sont dégradés  (Benjamin 
et al., 1998). Les cellules mésenchymateuses précurseurs des cellules murales sont recrutées par le 
PDGF-BB (Platelet-Derived Growth Factor BB) (Hellstrom et al., 1999) (Hellstrom et al., 2001). La 
différenciation de ces précurseurs en cellules de muscle lisse ou en péricytes est induite par le TGF-
βϭ sĠĐƌĠtĠ paƌ les cellules endothéliales (Figure 12, Figure 13) (Darland and D'Amore, 2001) (Hirschi et 
al., 1998). 
 
Figure 13 L’aŶgiogeŶğse paƌ ďouƌgeoŶŶeŵeŶt ;ϯͿ : Phase de maturation 
(Carmeliet and Jain, 2011) 
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b. Les principaux facteurs de l’angiogenèse 
La famille du VEGF  
La famille du VEGF, des glycoprotéines dimériques, comporte 7 membres, sans compter les 
vaƌiaŶts d’Ġpissage : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F et le Placental Growth Factor 
(PLGF). Trois récepteurs à activité tyrosine kinase sont impliqués dans la signalisation: FLT1 (VEGF-
R1), FLK1 (VEGF-R2) et FLT4 (VEGF-R3) (Figure 14).  
 
Figure 14 La signalisation VEGF. 
Les associations possibles entre les l igands, les récepteurs et corécepteurs de la signalisation VEGF.   
(Patel-Hett and D'Amore, 2011) 
 
Les différents ligands de la famille du VEGF ne lient pas tous les récepteurs (Figure 14). Ainsi, 
VEGF-A, le principal facteur angiogénique, lie VEGFR-1 et VEGFR-2 (de Vries et al., 1992) (Terman et 
al., 1992), mais ne lie pas VEGFR-3. Ce dernier est exprimé principalement dans le compartiment 
lymphatique et lie VEGF-C et VEGF-D et est impliqué dans la lymphangiogenèse (Taipale et al., 1999). 
Certains vaisseaux sanguins expriment aussi VEGFR-3, notamment au cours du développement 
embryonnaire et de la croissance tumorale (Kaipainen et al., 1995) (Clarijs et al., 2002). VEGF-C est 
aussi pro-angiogénique via VEGFR-2 dans l'embryon murin (Joukov et al., 1996). La liaison des ligands 
sur les récepteurs entraine une homo- ou une hétéro-diŵĠƌisatioŶ, Đe Ƌui aĐtive l’aĐtivitĠ tǇƌosine 
kinase du récepteur et déclenche une cascade de signalisation. Les récepteurs possèdent eux-mêmes 
de nombreuses tyrosines dont la phosphorylation modifie leur activité kinase ou permet le 
ƌeĐƌuteŵeŶt d’autƌes voies de sigŶalisatioŶ (Kendall et al., 1999) (Takahashi et al., 2001). 
 
Les neuropilines (NRP), des glycoprotéines transmembranaires avec un court domaine 
tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe dĠpouƌvu d’aĐtivitĠ kiŶase, soŶt  des corécepteurs des récepteurs VEGF. La NRP1 
est eǆpƌiŵĠe paƌ l’eŶdothĠliuŵ aƌtĠƌiel, taŶdis Ƌue l’eǆpƌessioŶ de la N‘PϮ est ƌestƌeiŶte auǆ 
endothéliums veineux et lymphatiques. On note que la signalisation NRP peut avoir lieu également 
en association avec les Plexines, des récepteurs transmembranaires dont les ligands sont les 
Semaphorines (Patel-Hett and D'Amore, 2011).  
 
La voie Notch 
La voie NOTCH joue un rôle primordial dans le contrôle du bourgeonnement vasculaire. 
Comme décrit précédemment, la stimulation par le VEGF-A d'une cellule endothéliale induit son 
bourgeonnement. Afin de limiter le nombre de cellules en bourgeonnement, VEGF-A induit DLL4, 
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ligand transmembranaire de la voie NOTCH. DLL4 se lie alors sur son récepteur NOTCH1 exprimé par 
les cellules adjacentes ce qui entraîne  le clivage intracellulaire de NOTCH1 par la γ-sécrétase (Nichols 
et al., 2007) (Hellstrom et al., 2007). La partie intracellulaire du récepteur, appelé NICD pour Notch 
IntraCellular Domain, est alors libérée et est responsable des effets transcriptionnels, et notamment 
de la régulation négative de VEGFR-2. Les cellules adjacentes de la « tip cell » deviennent ainsi 
insensibles au VEGF-A. DLL4 est très exprimé dans les "tip cells" et une régulation négative de DLL4 
augmente le bourgeonnement endothélial (Hellstrom et al., 2007).  JAG1 (JAGGED1), un autre ligand 
transmembranaire de Notch1, est au contraire exprimé par les "stalk cells". JAG1 lie NOTCH1 sans 
induire la signalisation NOTCH. Les effets de JAG1 sont opposés à ceux de DLL4, JAG1 étant un 
régulateur positif du bourgeonnement endothélial (Benedito et al., 2009). 
 
Figure 15 Le contrôle du bourgeonnement par la signalisation NOTCH. 
L’aĐtivatioŶ de NOTCH1 dans les « stalk cells » réduit leur sensibil ité au VEGF, ce qui supprime le phénotype  
« tip cell  ».  JAG1 exerce des effets opposés. Les effets antagonistes de ces 2 l igands de NOTCH1 sont modulés 
par FRINGE,  une glycosyltransférase qui effectue des régulations post-traductionnelles de NOTCH1. (Kume, 
2009)   
 
Les angiopoïétines et leurs récepteurs TIE 
Cette famille se compose de 2 récepteurs à activité tyrosine kinase : TIE-1 et TIE-2 et quatre 
ligands ANG (ANG-1- ANG-4) (Gale and Yancopoulos, 1999). ANG-1 a été identifié comme agoniste du 
récepteur TIE2 en 1996 par l'équipe de Yancopoulos (Davis et al., 1996). ANG-1 induit 
l'autophosphorylation de TIE2, Đe Ƌui ĐoŶduit à l’aĐtivatioŶ de la PIϯK, puis à la phosphoƌǇlatioŶ et à 
l’aĐtivatioŶ de la protéine kinase Akt. Cette protéine induit la survie et la quiescence des cellules 
endothéliales (Fiedler et al., 2006)   
 
Lors de l'activation de l'angiogenèse par le VEGF ou suite à une hypoxie, les cellules 
endothéliales sécrètent Ang2. L'équipe de Yancopoulos a montré qu'ANG-2 est un antagoniste du 
récepteur TIE2, ce qui entraîne un relâchement des jonctions intercellulaires (Maisonpierre et al., 
1997). Lors de la phase de maturation, l'arrêt de la sécrétion D'ANG-2 permet le rétablissement de la 
voie ANG-1/TIE2 et ainsi le resserrement des jonctions intercellulaires et la quiescence de 
l'endothélium (Figure 16) (Thurston et al., 2000). 
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Figure 16 Les effets opposés de ANG-1 et ANG-2  sur TIE2. 
D’apƌğs JJ feige ϮϬϬϵ 
  
Le PDGF, Platelet Derived Growth Factor 
On compte quatre gènes (PDGF-A à D) qui codent pour cette famille de facteurs de 
croissance. Ces facteurs sont fonctionnels sous formes dimériques (homo ou hétérodimères) et ont 
des séquences proches de celle du VEGF (Andrae et al., 2008). Le dimère PDGF-BB est important dans 
l'angiogenèse puisqu'il est sécrété par les cellules endothéliales et se fixe sur le récepteur PDGF-β ;uŶ 
des deux récepteurs au PDGF) que les cellules murales expriment. Ce récepteur possède une activité 
tyrosine kinase. Le PDGF stimule la prolifération des cellules de muscle lisse et des péricytes  
(D'Amore and Smith, 1993), et augmente la stabilité de la paroi vasculaire en attirant ces cellules 
murales vers les néovaisseaux et en les accolant (Hellstrom et al., 1999). 
 
La famille TGF-β 
Cette famille de plus de 30 membres est principalement impliquée dans la phase de 
ŵatuƌatioŶ de l’aŶgiogeŶğse. Le ƌôle de Đes pƌotĠiŶes seƌa dĠtaillĠ daŶs le deƌŶieƌ Đhapitƌe de Đette 
introduction. 
 
3. Le réseau sanguin mature 
A la fin de l'angiogenèse, les vaisseaux sanguins matures sont tapissés d'une monocouche de 
cellules endothéliales eŶtouƌĠe d’uŶe Ġpaisse laŵe ĠlastiƋue iŶteƌŶe , ce qui forme un ensemble 
fonctionnel nommé intima. L'intima est entourée par un ou des anneaux de cellules de  muscle lisse 
(veines/artères), ou par un anneau de péricytes (capillaires), contenant des fibres réticulées 
(collagène III, élastine). Cette seconde couche fonctionnelle forme la média. La couche la plus 
externe s'appelle l'adventice et est formée de tissu conjonctif, de fibres de collagène et de fibres 
élastiques, elle Ŷ’est pƌĠseŶte Ƌue suƌ les gƌos vaisseauǆ.  Cette couche peut contenir des petits 
vaisseaux sanguins,  les vasa vasorum, Ƌui peƌŵetteŶt l’appƌovisioŶŶeŵeŶt eŶ oǆǇgğŶe et 
nutriments des couches profondes de la paroi (Figure 17).  
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Les endothéliums des différents vaisseaux (artères/artérioles/capillaires/veinules/veines)  se 
distinguent morphologiquement, dans leurs composantes moléculaires et dans leurs fonctions. De 
plus, l'endothélium des capillaires est hétérogène en fonction de l'organe . Tƌois tǇpes d’eŶdothĠliuŵ 
se différencient (Figure 18). Les capillaires possédant un endothélium continu ne présentent aucune 
ouverture dans leur paroi et sont intégralement bordés par le corps de la CE. Au contraire, les 
endothéliums fenêtrés présentent de petites ouvertures couvertes par un diaphragme non-
membraneux perméable aux macromolécules. La membrane basale des CE recouvre également les 
ouvertures. Quant aux endothéliums discontinus ou sinusoïdes, leurs larges fenestrations ne sont 
recouvertes ni d’uŶ diaphƌagŵe, Ŷi d’uŶe ŵeŵďƌaŶe ďasale (Figure 18) (Cleaver and Melton, 2003). 
 
Figure 18 Morphologie des diffĠƌeŶts tǇpes d’eŶdothĠliuŵ. 
D’apƌğs (Cleaver and Melton, 2003) 
 
La fenestration des capillaires, qui régule les échanges d'eau, de solutés et de molécule s, est 
hétérogène dans l'organisme. Dans la peau, les poumons et le Đœuƌ, l'endothélium est continu non 
fenêtré. L'eau et les solutés passent entre les cellules endothéliales, tandis que les grosses molécules 
passent par transcytose ou par des canaux transendothéliaux. Dans les glandes endocrines, les 
glomérules rénaux et la muqueuse gastrointestinale, l'endothélium est continu fenêtré. L'eau et les 
solutés passent alors plus facilement que dans l'endothélium non fenêtré, mais les plus grosses 
molécules passent aussi par transcytose ou par les canaux. Enfin, les endothéliums discontinus ne se 
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retrouvent que dans des tissus très spécialisés tels le foie, la rate et la moelle osseuse. Ce type 
d’endothélium permet aux grosses molécules et à des cellules de passer facilement au travers de ses 
perforations (Pugsley and Tabrizchi, 2000) (Aird, 2007). Notons pour terminer que dans le cerveau 
l'endothélium (continu non fenêtré) est associé à des astrocytes qui régulent fortement l'endocytose 
et la transcytose, formant ainsi la barrière hémato-encéphalique (Cleaver and Melton, 2003). 
 
L'identité artérielle ou veineuse des cellules endothéliales est en partie génétique. La 
Neuropiline 1 (NRP1), qui est un co-récepteur du VEGF, est exprimée spécifiquement dans les 
artères, tandis que la Neuropiline 2 (NRP2Ϳ, est uŶ ŵaƌƋueuƌ veiŶeuǆ. AvaŶt l’ĠtaďlisseŵeŶt de toute 
circulation sanguine, les îlots saŶguiŶs eǆpƌiŵeŶt spĠĐifiƋueŵeŶt l’uŶ ou l’autƌe de Đes ŵaƌƋueuƌs eŶ 
fonction de leur devenir (Herzog et al., 2005). Un couple très étudié est celui que le récepteur EPHB4 
forme avec son ligand Ephrin-B2. EPHB4 est spécifiquement exprimé dans les veines, tandis 
Ƌue’EphƌiŶBϮ est eǆpƌiŵĠ daŶs les aƌtğƌes, et Đe avaŶt la ĐiƌĐulatioŶ du saŶg  (Gerety et al., 1999). 
 
Le flux participe également à la détermination de la nature artérielle ou veineuse de 
l’eŶdothĠliuŵ comme le montre l'acquisition progressive du phénotype artériel par des veines 
greffées à la place d'artères (Moyon et al., 2001) (Kwei et al., 2004). 
 
b. Les cellules de muscle lisse vasculaire  
Les cellules de muscle lisse vasculaires (VSMC : vascular smooth muscle cells) possèdent des 
origines embryologiques diverses (Figure 19). La plupart proviennent du mésoderme local. Mais les 
VSMC des gƌosses aƌtğƌes peuveŶt pƌoveŶiƌ d’autƌes origines. En particulier, les VSMC des vaisseaux 
ĐoƌoŶaiƌes pƌovieŶŶeŶt de l’oƌgaŶe pƌoĠpiĐaƌdial, Đelles de la Đƌosse de l’aoƌte et des vaisseauǆ de la 
tête et du cou proviennent de la crête neurale (Cheung and Sinha, 2011).  
 
Figure 19 Les origines embryologiques des VSMC. 
Les différentes couleurs des artères correspondent aux origines embryologiques  des VSMC indiquées de 
chaque côté du schéma. D’apƌğs (Majesky, 2007)  
 
Les VSMC sont traditionnellement regroupées en deux groupes : les VSMC « contractiles », 
quiescentes et en forme de fuseau ; et les VSMC « synthétiques », aux propriétés migratoires et 
prolifératives. Les caractéristiques de ces 2 groupes ne sont cependant pas complètement exclusives.  
La modulation phénotypique des VSMC est déterminée par des stimuli mécaniques et/ou chimiques. 
Les voies NOTCH et Wnt jouent des rôles importants dans le contrôle des phénotypes des VSMC 
(Lacolley et al., 2012) (Yoshida and Owens, 2005).   
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c. La matrice extracellulaire vasculaire 
 
Les fibres élastiques et les protéines associées 
Les fibres élastiques sont des structures complexes contenant de l’ĠlastiŶe et des 
microfibrilles.   
 
L’ĠlastiŶe est encodée par un seul gène et ĐoŶduit à la pƌoduĐtioŶ d’uŶe pƌotĠiŶe de ϲϬ-
70kDa appelée tropoélastine. Cette protéine contient de nombreux résidus lysine qui seront engagés 
dans sa polymérisation par des enzymes nommées Lysyl-oxydases. DaŶs l’espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe, plus 
de 80% des résidus lysine sont engagés dans des liaisons covalentes. L’ĠlastiŶe est produite en 
quantité importante au cours de la période périnatale et très peu au cours de la vie adulte. La 
sǇŶthğse de l’ĠlastiŶe s’iŶitie au Ŷiveau de l’OFT au Đouƌs de la vie fœtale puis se ƌĠpaŶd 
pƌogƌessiveŵeŶt de ŵaŶiğƌe distale daŶs tout l’aƌďƌe aƌtĠƌiel. DaŶs les plus gƌosses aƌtğƌes, Đette 
expression commence dans la partie externe de la média puis se répand en direction du lumen 
(Wagenseil and Mecham, 2009).  
 
La structure de base des microfibrilles est la fibrilline. C’est une glycoprotéine de 350kDa qui, 
à l’iŶstaƌ de la tƌopoĠlastiŶe, est pƌoduite ŵajoƌitaiƌeŵeŶt au Đouƌs de la pĠƌiode pĠƌiŶatale. Chez 
l’hoŵŵe, les ŵutatioŶs du gğŶe de la fiďƌilliŶϭ ĐoŶduiseŶt au sǇŶdƌoŵe de MaƌfaŶ Ƌui est ĐaƌaĐtĠƌisĠ 
par des anomalies cardiaques, vasculaires, squelettiques et oculaires.  
 
Les fiďƌilliŶes Ŷe soŶt pas Ƌue des siŵples ŵolĠĐules de stƌuĐtuƌatioŶ de l’espaĐe 
extracellulaire, elles participent également à des voies de signalisation, par exemple en modulant 
l’aĐtivité des ligands de la famille TGFβ. De nombreuses molécules sont associées aux microfibrilles, 
comme les Emilines, les MAGP1-2 (microfibrilles associated glycoprotéines), les membres de la 
famille des fibuliŶes, … 
 
L’EŵiliŶe-1 (elastin microfibril interface located protein) est retrouvée dans les tissus riches 
en élastine Đoŵŵe les aƌtğƌes ou la peau. Des Ġtudes situeŶt l’EŵiliŶe-ϭ à l’iŶteƌfaĐe eŶtƌe les 
microfiďƌilles et le Đoƌe d’ElastiŶe. L’EŵiliŶe-ϭ iŶhiďe la sigŶalisatioŶ TGFβ eŶ se liaŶt au pƌo-TGFβ et 
en inhibant son activation par des furines convertases (Kielty et al., 2002).  
 
Les collagènes 
ϭϳ tǇpes de ĐollagğŶe soŶt eǆpƌiŵĠs daŶs l’aoƌte de souƌis, ŵais les plus aďoŶdaŶts sont les 
collagènes de type I, III, IV, V, VI. Les collagènes I, III et V forment des fibrilles de collagène. Le 
collagène IV forme également des fibres, mais il est davantage impliqué dans la liaison des 
différentes structures entre elles (McLean SE, 2005).  
 
Les protéoglycanes 
Les protéoglycanes sont des composants importants de la paroi des vaisseaux. Ils peuvent 
ġtƌe  ĐlassĠs eŶ foŶĐtioŶ du tǇpe de GAG ;glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶͿ liĠ de ŵaŶiğƌe ĐovaleŶte suƌ leuƌ Đœuƌ 
protéique. On retrouve deux grands types de protéoglycanes : les gros protéoglycanes qui forment 
uŶ ƌĠseau iŶteƌĐoŶŶeĐtĠ de polǇŵğƌes daŶs l’espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe et Ƌui iŶteƌagisseŶt aveĐ l’aĐide 
hyaluronique, et les petits protéoglycanes riches en leucine.  
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L’aĐide hǇaluƌoŶiƋue (HA) est un polǇŵğƌe liŶĠaiƌe ĐoŵposĠ d’uŶe sĠƋueŶĐe ƌĠpĠtĠe de 
disaccharides. Il est synthétisé par la HAS (hyaluronan synthase), une enzyme dont il existe 3 
isoformes : HAS1 HAS2 et HAS3. Le HA interagit avec des récepteurs membranaires dont CD44 et 
RHAMM, présents de manière ubiquitaire, et avec LYVE-1, exprimé spécifiquement dans le système 
lymphatique. Le veƌsiĐaŶ et l’aggƌeĐaŶ soŶt les deuǆ gƌos pƌotĠoglǇĐaŶes ŵajeuƌs Ƌui iŶteƌagisseŶt 
avec le HA. La famille des petits protéoglycanes riches en leucine comprend l a decorine, le biglycan, 
la fibromoduline, l’osteoglǇĐiŶe, et le lumican (Wagenseil and Mecham, 2009).  
 
V. Lymphangiogenèse 
Le processus de lymphangiogenèse sera détaillé dans la prochaine partie de cette 
introduction. Cependant, il ŵĠƌite d’être introduit maintenant afin de permettre une vision 
d’eŶseŵďle du dĠveloppeŵeŶt vasĐulaiƌe. Le système lymphatique est un réseau composé de 
capillaires et de collecteurs, permettant d’aďsoƌďeƌ l’eǆĐğs de liquides et de macromolécules 
présents dans le milieu extracellulaire (Figure 20). Ce réseau est qualifié de « borgne » car il ne 
dĠďouĐhe Ƌue d’uŶ seul ĐôtĠ et Ŷe constitue par un circuit fermé, au contraire du réseau sanguin.  Le 




Figure 20 Les réseaux vasculaires lymphatiques et sanguins. 
Le réseau lymphatique est composé de capillaires qui collectent la lymphe dans des vaisseaux plus larges 
nommés collecteurs.  Les flèches rouges et bleues représentent le sens de circulation du sang, les flèches 
veƌtes, Đelui de la lǇŵphe. D’apƌğs  (Schulte-Merker et al., 2011)  
 
Le ƌĠseau lǇŵphatiƋue est ĠgaleŵeŶt iŵpliƋuĠ daŶs l’aďsoƌptioŶ des lipides et des vitaŵiŶes 
à paƌtiƌ de l’iŶtestiŶ et dans la réponse immunitaire. Les dysfonctions du système lymphatique sont à 
l’oƌigiŶe de goŶfleŵeŶt des tissus appelĠs lǇŵphœdğŵes et de dĠfauts de la fonction immunitaire. A 
Đe stade de l’iŶtƌoduĐtioŶ, il est iŵpoƌtaŶt de Ŷoteƌ Ƌue le ƌĠseau lǇŵphatiƋue se dĠveloppe à paƌtiƌ 
du réseau sanguin, dès la mi-gestation (E9.5) chez la souris et au cours de la 5ème semaine de 




Cette pƌeŵiğƌe paƌtie d’iŶtƌoduĐtioŶ a aďoƌdĠ les pƌoĐessus dĠveloppeŵeŶtauǆ peƌŵettaŶt 
d’Ġtaďliƌ uŶe vasĐulaƌisatioŶ foŶĐtioŶŶelle au seiŶ de l’eŵďƌǇon : le plaĐeŶta, le Đœuƌ et les aƌtğƌes 
des arches aortiques, les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Ces composantes trouvent leur place 
daŶs uŶ sĐhĠŵa gĠŶĠƌal de la vasĐulaƌisatioŶ de l’eŵďƌǇoŶ  (Figure 21). 
 
Figure 21 SĐhĠŵa gĠŶĠƌal du ƌĠseau vasĐulaiƌe de l’eŵďƌǇoŶ. 
Le schéma correspond à uŶe Đoupe sagittale d’un embryon de souris à mi -gestation (E10) 









Partié ʹ LE RESEAU LYMPHATIQUE   
 
Le système lymphatique est un réseau vasculaire borgne esseŶtiel à l’ĠƋuiliďƌe des fluides et 
à la réponse immunitaire (Figure 22). Chaque jour, chez un adulte sain, le système lymphatique 
permet de drainer et de ramener dans le circuit veineux 1 à 2 litres de liquide interstitiel chargé de 20 
à 30 grammes de protéines (Foldi, 2004). Ce réseau est jalonné de ganglions lymphatiques, dans 
lesquels les antigènes sont présentés aux lymphocytes B et T pour activer la réponse immunitaire.  
 
 
Figure 22 Le système lymphatique et son raccordement au réseau veineux. 
Le système lymphatique permet de drainer et de ramener les fluides interstitiels dans le réseau veineux, au 
niveau des veines sous-clavières. Le canal lymphatique droit collecte les fluides en provenance de la partie 
haute et droite du corps dans la veine sous -clavière droite. Le canal thoracique collecte les fluides provenant du 
reste du corps dans la veine sous-clavière gauche. Schémas adaptés de: 
http://www.arthursclipart.org/medical/lymphatic/page_01.htm http://www.docslide.com/lymphatic-system-2 
 
I. Structure du réseau lymphatique 
Le réseau lymphatique est composé de 3 types de vaisseaux  : les capillaires, les pré-
collecteurs et les collecteurs (Figure 23). Ils se distinguent par leurs caractéristiques morphologiques 
et moléculaires.  
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Figure 23 Organisation du système lymphatique. 
Le réseau lymphatique est composé de 3 types de vaisseaux. Les capil laiƌes  peƌŵetteŶt l’eŶtƌĠe des l iƋuides 
interstitiels dans le réseau. Les collecteurs drainent la lymphe grâce à leur recouvrement par des cellules de 
muscle l isse et la présence de valves anti -reflux dans leur lumière.  Les pré-collecteurs font le l ien entre 
capillaires et collecteurs et partagent des caractéristiques avec ces deux types de vaisseaux. Schéma adapté de 
(Maby-El Hajjami and Petrova, 2008). 
 
Les capillaires lymphatiques sont des vaisseaux borgnes composés de cellules endothéliales 
lǇŵphatiƋues ;LECͿ aǇaŶt l’appaƌeŶĐe de feuilles de ĐhġŶe. Elles soŶt ƌeliĠes eŶtƌe elles paƌ  des 
jonctions discontinues appelées jonctions en boutons (« button like junctions ») (Figure 24) (Baluk et 
al., 2007). Ces jonctions positionnées à intervalles réguliers permettent aux LEC de se chevaucher 
légèrement et de former ainsi des clapets qui constituent le poiŶt d’entrée des liquides interstitiels 
dans le capillaire lymphatique. Les capillaires ne sont pas recouverts par des cellules de muscle lisse 
(SMC) et ne possèdent pas ou peu de membrane basale. Les LEC sont également reliées à la matrice 
extracellulaire (MEC) eŶviƌoŶŶaŶte paƌ des filaŵeŶts d’aŶĐƌage, Đe Ƌui Ġvite au Đapillaiƌe de 
s’effoŶdƌeƌ suƌ lui-même sous la pression interstitiel le (Figure 23) (Schulte-Merker et al., 2011). 
 
Figure 24 Structure des capillaires lymphatiques. 
A) Le marquage LYVE-1 en vert des capillaires permet de mettre en évidence des structures en feuille de chêne 
caractéristiques des capillaires lymphatiques. En rouge, le marquage VE-cadhérine punctiforme souligne les 
jonctions en bouton. 
B) La miĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue à ďalaǇage de la suƌfaĐe eǆteƌŶe d’uŶ Đapillaiƌe révèle la présence  de clapets 
ĐhevauĐhaŶts, l ieu d’eŶtƌĠe des l iƋuides iŶteƌstitiels dans le réseau lymphatique. D’apƌğs  (Baluk et al., 2007). 
 
Les pré-collecteurs recueillent ensuite la lymphe en provenance des capillaires. Ce second 
type de vaisseau partage des caractéristiques des capillaires et des collecteurs. Ils contiennent 
quelques valves, et sont parfois recouverts par des SMC (Lutter et al., 2012).  
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Les collecteurs constituent le 3ème type de vaisseaux lymphatique. Les LEC qui tapissent 
l’iŶtĠƌieuƌ de Đes vaisseauǆ soŶt ƌeliĠes entre elles par des jonctions serrées continues (« zipper 
junctions ») et elles sont recouvertes de cellules de muscle lisse. La présence d’uŶe ŵeŵďƌaŶe ďasale 
et de valves sont des caractéristiques importantes de collecteurs. Les valves vont assurer le caractère 
unidirectionnel du flux de lǇŵphe daŶs les ĐolleĐteuƌs, jusƋu’à soŶ aƌƌivĠe daŶs le sǇstğŵe saŶguiŶ 
au niveau des veines sous-clavières. Les collecteurs sont organisés en unités fonctionnelles, les 
« lymphangions »,  qui sont situés entre chaque série de valves (Figure 23) (Schulte-Merker et al., 
2011).  
 
Caractéristiques moléculaires du réseau lymphatique mature. 
 
Marqueurs de l’ensemble  du réseau lymphatique 
De nombreux marqueurs peuvent  être utilisés pour distinguer le réseau lymphatique (Baluk 
and McDonald, 2008). PROX1, la Podoplanine et le VRGFR-3 sont les plus largement exprimés et les 
plus utilisés. 
PROX1 (Prospero homeobox protein 1) est un facteur de transcription exprimé dans le  
réseau lymphatique. En plus de ses rôles dans le développement lymphatique, PROX1 régule la 
différenciation de cellules souches (Hope and Sauvageau, 2011) et est impliqué dans le 
developpement du système neƌveuǆ ĐeŶtƌal, du foie, du Đœuƌ (Oliver et al., 1993).  
La Podoplanine, est un marqueur important de l’eŶdothĠliuŵ lǇŵphatiƋue. C’est uŶe 
glycoprotéine transmembranaire qui est ĠgaleŵeŶt eǆpƌiŵĠe paƌ d’autƌes tǇpes Đellulaiƌes, tels les 
ostĠoĐǇtes, les Đellules ĠpithĠliales du thǇŵus, les Đellules de la gƌaŶulosa… et  notamment par les 
podoĐǇtes des gloŵĠƌules ƌĠŶauǆ, d’où elle tiƌe soŶ Ŷoŵ. De cellules tumorales de cancers variés 
expriment aussi la PodoplaŶiŶe. Elle est ĐepeŶdaŶt aďseŶte de l’eŶdothĠliuŵ saŶguiŶ  (Raica et al., 
2008). 
VEGFR-3, le récepteur du VEGF-C et du VEGF-D est largement exprimé dans le réseau 
lymphatique. Il est cependant aussi exprimé par les capillaires fenêtrés du réseau sanguin (Kamba et 
al., 2006) et par certaines cellules souches (Salven et al., 2003).  
 
Les capillaires 
Les capillaires lymphatiques expriment des niveaux élevés du récepteur LYVE-1 (lymphatic 
vessel endothelial hyaluronan receptor 1) . C’est le seul ĐoŵpaƌtiŵeŶt lǇŵphatique mature exprimant 
cette protéine. LYVE-1 interagit avec une protéine de la MEC, l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue, sans que son rôle 
précis soit connu. Les capillaires, qui sont les sites principaux de lymphangiogenèse, expriment des 
forts taux de VEGFR-3 (Wirzenius et al., 2007). LYVE-1 est aussi exprimé dans certaines parties du 
réseau sanguin comme les sinusoïdes du foie  (Mouta Carreira et al., 2001) et les capillaires 
pulmonaires (Favre et al., 2003).  
 
Les lymphangions 
Les LEC des lymphangions sont recouvertes de cellules de muscle lisse  (SMC) dont les fibres 
de α-SMA (alpha smooth muscle actin / ACTA2) sont organisées de manière hélicoidale (Margaris and 
Black, 2012). Les LEC du lymphangion sont de forme squameuse et leur actine est corticale, au 




Les valves matures sont classiquement composées de 2 feuillets Ƌui se pƌojetteŶt à l’iŶtĠƌieuƌ 
de la lumière du vaisseau (Figure 25). Ces feuillets sont composés de 2 couches de LEC séparés par un 
Đœuƌ de matrice. Les LEC des valves matures expriment des niveaux élevés de 4 facteurs de 
transcription : PROX1, FOXC2 (Forkhead box protein C2), NFATC1 (nuclear factor of activated T cells) 
(Norrmen et al., 2009) et GATA2 (Kazenwadel et al., 2012). Foxc2 est impliqué dans le 
développement des artères des aƌĐhes aoƌtiƋues, daŶs l’aŶgiogeŶğse et la lǇŵphaŶgiogeŶğse (Kume, 
2008). NFATĐϭ est iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ des Đellules iŵŵuŶitaiƌes et daŶs l’ostĠoge nèse 
(Norrmen 2009). GATAϮ est uŶ faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ jouaŶt uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs l’hématopoïèse et 
dans le développement urogénital et neuronal (Kazenwadel et al., 2012).   
Des protéines transmembranaires sont aussi exprimées à des niveaux élevés dans les valves 
ŵatuƌes. C’est le cas de la VE-cadhérine (Vascular Endothelial Cadherin / CD 144) qui est une 
glycoprotéine exprimée à la surface des EC et impliquée dans les jonctions inter-endothéliales et 
dans la perméabilité endothéliale. Les Cx37, Cx43 et Cx47 (Cx : Connexin) sont des protéines  qui 
s’asseŵďleŶt eŶ gƌoupe de ϲ uŶitĠs pouƌ foƌŵeƌ des joŶĐtioŶs iŶteƌĐellulaiƌes diƌeĐtes, les «  gap 
junctions » ou jonctions communicantes.  
La SEMA3A (semaphorine 3A) est une protéine sécrétée dans le milieu extracellulaire qui est 
impliquée dans la guidance axonale. Elle exerce ses effets en se liant sur les récepteurs Plexine-A1 et 
NRP1 (Neuropiline 1).  
Enfin, les protéines de la MEC Laminine-α5 et FN-EIIIA (Fibronectine-EIIIA/EDA) sont 
suƌeǆpƌiŵĠes daŶs le Đœuƌ de ŵatƌiĐe de la valve. La FN-EIIIA est uŶ vaƌiaŶt d’Ġpissage de la 
fibronectine qui interagit avec le récepteur transmembranaire ITGA9 (Intégrine-α9). Les intégrines 
sont des protéines hétéro-diŵĠƌiƋues ĐoŵposĠes d’uŶe sous-unité α et d’uŶe sous-uŶitĠ β.  
 
Figure 25 Caractéristiques moléculaires des valves matures. 
Schéma adapté de (Koltowska et al., 2013).  
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II. Développement du réseau lymphatique 
Le réseau lymphatique commence à se former à E9.5/E10 chez la souris  avec la 
différenciation des LEC (à partir des CE veineuses) et leur bourgeonnement pour conduire à la 
foƌŵatioŶ d’un plexus lymphatique primaire (Figure 26). Ce sont les étapes précoces du 
développement lymphatique, qui seront traitées dans un premier temps. Dans un second temps, la 
maturation du réseau lymphatique sera abordée. Elle conduit à la formation de capillaires et de 
ĐolleĐteuƌs ŵatuƌes, uŶe ŵatuƌatioŶ Ƌui s’effeĐtue plus ou ŵoiŶs rapidement suivant les territoires 
vasculaires considérés.   
 
 
Figure 26 Les étapes du développement lymphatique. 
La foƌŵatioŶ d’uŶ ƌĠseau lǇŵphatiƋue ŵatuƌe s’effeĐtue eŶ ϯ gƌaŶdes Ġtapes: DiffĠƌeŶĐiatioŶ des LEC, 
Bourgeonnement et Remodelage. D’apƌğs: (Martinez-Corral and Makinen, 2013). 
 
1. Les étapes précoces du développement lymphatique, de E9.5 à E15 
Les étapes précoces du développement lymphatique consistent en la formation de sacs 
lymphatiques à partir du réseau sanguin veineux. Ces sacs se réorganisent ensuite en un plexus 
lymphatique primaire.  
 
a. Description  
Les étapes précoces du développement lymphatique ont été ré cemment affinées par 
l’ĠƋuipe du Dƌ. Kiefeƌ gƌâĐe à l’utilisatioŶ de l’ultƌaŵiĐƌosĐopie et des Đoupes optiƋues Ƌu’elle peƌŵet 
de ƌĠaliseƌ. Les stƌuĐtuƌes de l’eŵďƌǇoŶ soŶt de Đe fait iŶtĠgƌaleŵeŶt ĐoŶseƌvĠes. Coŵŵe adŵis 
jusque-là, cette équipe confirme que la différenciation des CE veineuses en LEC se déroule 
principalement au niveau de la veine cardinale (CV) (Figure 27, A), mais elle montre pour la première 
fois Ƌu’elle a ĠgaleŵeŶt lieu de ŵaŶiğƌe plus pĠƌiphĠƌiƋue, au Ŷiveau du  plexus veineux superficiel 
(sVP) (Figure 27, B) (Hagerling et al., 2013). La différenciation débute à E9.5. 
 
 Ces LEC primordiales vont bourgeonner et migrer sous forme de filaments et se regrouper 
ensuite dans la région jugulaire en 2 structures vasculaires primaires distinctes, auparavant appelées 
de manière générique « sacs lymphatiques ». La première de ces régions est située dorsalement et se 
nomme « peripheral longitudinal lymphatic vessel » (PLLV), l’autƌe est ventrale et constitue le « canal 
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thoracique primordial » (pTD) (Figure 27, C). Les auteurs montrent que le ďouƌgeoŶŶeŵeŶt s’iŶitie au 
niveau de la veine cardinale commune et se répand ensuite symétriquement de manière craniale et 
caudale. Dès E11, les régions du PLLV et du pTD présentent un lumen et sont rattachées à la CV.  Le 
ƌĠseau pƌiŵaiƌe iŵŵatuƌe ĐoŶtiŶue eŶsuite à s’ĠteŶdƌe paƌ ďouƌgeoŶŶeŵe nt. (Hagerling, Kiefer, 
EMBO J 2013).  
 
Les plaquettes interviennent lors de la séparation des réseaux lymphatiques et sanguins, 
elles permettent de sceller le pTD en même temps que se développent les valves lymphoveineuses 
qui éviteront ensuite le mélange du sang et de la lymphe.  
 
 
Figure 27 Les étapes précoces du développement lymphatique. 
VisualisatioŶ de la zoŶe d’appaƌitioŶ des ϭğƌes LEC  ;AͿ, et de leuƌs Ϯ oƌigiŶes ;BͿ, Ƌui apƌğs ďouƌgeoŶŶeŵeŶt et 
migration vont former le canal thoracique primordial (pTD) et le Peripheral Longitudinal Lymphatic Vessel 
(PLLD) (C). CV: Veine Cardinale, DA: Aorte Dorsale, sVP: Plexus Veineux supérieur, ISA / ISV: Artère / Veine Inter 
Segmentaire, CCV: Veine Cardinale Commune, SV: Sinus Veineux, NT: Tube Neural. D’apƌğs: (Hagerling et al., 
2013). 
 
b. Mécanismes moléculaires  
A Đe jouƌ, l’iŵpliĐatioŶ de ϯ faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ est dĠĐƌite daŶs la différenciation des 
EC veineuses en LEC : SOX18, COUPTFII et PROX1 (Figure 28). Le facteur de transcription SOX18 est 
exprimé plus précocement que PROX1 doŶt il ĐoŶtƌôle l’eǆpƌessioŶ eŶ se liaŶt sur son promoteur  
(Francois et al., 2008). CepeŶdaŶt, le sigŶal dĠĐleŶĐhaŶt l’iŶduĐtioŶ de PROX1 par SOX18 dans des 
zoŶes paƌtiĐuliğƌes de la veiŶe ĐaƌdiŶale Ŷ’est pas ĐoŶŶu.  PROX1 possède un rôle majeur dans la 
plastiĐitĠ des Đellules eŶdothĠliales. Sa suƌeǆpƌessioŶ daŶs les CE saŶguiŶes iŶduit l’eǆpƌessioŶ de 
marqueurs lymphatiques et inhibe celle de marqueurs sanguins (Petrova et al., 2002). 
 COUP-TFII est un facteur de transcription impliqué dans la maintenance du phénotype 
veineux des CE paƌ iŶduĐtioŶ du ƌĠĐepteuƌ EphBϰ et l’iŶhiďitioŶ de la voie NOTCH (You et al., 2005). 
COUP TFII interagit avec PROX1 et est iŵpliƋuĠ daŶs le ĐoŶtƌôle de l’eǆpƌessioŶ de gğŶes 
responsables de la spécification du lignage lymphatique tels VEGFR-3, FGFR-3 et NRP2, le 
corécepteur de VEGF-C (Lin et al., 2010) (Lee et al., 2009). Par ailleurs, l’eǆpƌessioŶ de PROX1 
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nécessite également la liaison de COUPTFII dans son promoteur. COUPTFII est donc impliqué dans 
l’iŶduĐtioŶ et daŶs le foŶĐtioŶŶeŵeŶt de PROX1 (Yamazaki et al., 2009) (Srinivasan et al., 2010). 
PROX1 interagit également avec le facteur de transcription ETS2, Đe Ƌui peƌŵet l’iŶduĐtioŶ de gğŶes 
régulateurs du bourgeonnement des LEC, comme VEGFR-3. D’autƌes ŵeŵďƌes de la faŵille ETS 
semblent également interagir avec PROX1 (Yoshimatsu et al., 2011). Chez les souris invalidées pour 
Sox18, Prox1 ou CoupTFII, les LEC Ŷ’aƌƌiveŶt pas à se foƌŵeƌ à paƌtiƌ des BEC (blood endothelial cell) 
de la veine cardinale (Francois et al., 2008) (Lin et al., 2010) (Wigle and Oliver, 1999).  
 
 
Figure 28 Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des EC veineuses en EC 
lymphatiques: COUP-TF2, SOX18 et PROX1. 
SOX18 et COUP-TFϮ ĐoŶtƌôleŶt l’eǆpƌessioŶ de PROX1. Ensuite, PROX1 et COUP-TF2sont impliqués dans la 
transcription de gènes du lignage lymphatique. (En orange, les gènes régulés par PROX1 et COUP-TF2,  en bleu, 
les régulations par COUP-TF2 et en vert les régulation par PROX1). D’apƌğs: (Lee et al., 2009) (Lin et al., 2010) 
(Srinivasan et al., 2010). 
 
Le bourgeonnement, la migration et la prolifération de ces nouvelles LEC se fait largement 
eŶ ƌĠpoŶse à l’aĐtivatioŶ de la voie de signalisation VEGFR-3/NRP2  par le VEGF-C, produit par le 
mésoderme, avec la présence nécessaire du corécepteur NRP2 (Figure 29) (Xu et al., 2010) (Yuan et 
al., 2002). Le VEGF-C se lie sur son récepteur VEGFR-3/FLT4, exprimé à des niveaux élevés dès les 
stades précoces du développement lymphatique par les cellules PROX1-positives (Tammela et al., 
2008). Le corécepteur majeur du VEGF-C est la neuropiline-2, initialement décrit comme un 
récepteur des sémaphorines et un médiateur de la guidance axonale. Sa présence est indispensable 
pour que le bourgeonnement des LEC soit suffisant (Xu et al., 2010).  Des protéines modulatrices de 
la signalisation VEGF-C sont aussi impliquées dans les étapes précoces du développement 
lǇŵphatiƋue. Il est possiďle de Điteƌ l’iŶtĠgƌiŶe -βϭ, la kiŶase SƌĐ, l’EphƌiŶBϮ et ‘AC-1 (Figure 29) 
(Koltowska et al., 2013).  
Une seconde voie de signalisation, moins bien documentée, mais néanmoins indispensable 
dans le développement lymphatique, est celle de CCBE1 (Collagen- and calcium-binding EGF domains 
1). CCBE1 est une protéine sécrétée par différents tissus au cours du développement embryonnaire 
tels le cerveau, le mésothélium cardiaque, ainsi que par des cellules du mésoderme proches de la 
veine cardinale et des sacs lymphatiques. Elle se lie à différents composants de la MEC et ne sembl e 
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pas avoiƌ d’aĐtivitĠ lǇŵphaŶgiogĠnique propre. Par contre elle augmente de façon très importante 
les effets du VEGF-C in vivo (Figure 29) (Bos et al., 2011).   
 
Figure 29 Modulation de la signalisation VEGF-C / VEGFR3 dans les étapes précoces du développement 
lymphatique. 
Le récepteur à tyrosine kinase VEGFR3 et son corécepteur la neuropiline-2 (NRP2) ont un rôle central dans la 
signalisation VEGF-C.  L’EphƌiŶ-BϮ ĐoŶtƌôle l’iŶteƌŶalisatioŶ des Đoŵpleǆes de ƌĠĐepteuƌs. La phosphoƌǇlatioŶ 
du VEGF‘ϯ est ŵodulĠe paƌ l’iŶtĠgƌiŶe-βϭ via la ƌĠgulatioŶ de l’aĐtivitĠ de la kiŶase SRC. Les protéines de la 
MEC sont potentiel leŵeŶt iŵpliƋuĠes daŶs l’aĐtivatioŶ de l’iŶtĠgƌiŶe-βϭ. La petite pƌotĠiŶe G ‘ACϭ ƌĠgule les 
niveaux de VEGFR-3. La protéine extracellulaire CCBE1 augmente les effets du VEGF-C. Schéma adapté de 
(Koltowska et al., 2013).  
 
L’iŵpoƌtaŶĐe de VEGF‘-3 et de CCBE1 dans le développement lymphatique est soulignée par 
leur implication dans 2 pathologies humaines associées à des lǇŵphœdğŵes : le syndrome de 
Hennekam (CCBE1) (Alders et al., 2009) et la maladie de Milroy (VEGFR3) décrite dès la fin du 19ème 
siècle et dont la cause génétique a été découverte en 2000 (Irrthum et al., 2000). 
 
La voie de signalisation de l’adƌĠŶoŵĠduliŶe (AM) est également impliquée dans ces étapes 
précoces. L’AM est uŶ peptide vasodilatateuƌ Ƌui est iŵpliƋuĠ daŶs l’aŶgiogeŶğse, la pƌolifĠƌatioŶ et 
la ŵigƌatioŶ des EC. La peƌte de la sigŶalisatioŶ paƌ l’AM est responsable de la formation de sacs 
lymphatiques hypomorphiques, ce qui peut être relié à une moindre prolifération des LEC au niveau 
de ces structures (Fritz-Six et al., 2008).   
 
Le rattachement des sacs lymphatiques à la veine cardinale ŶĠĐessite la ŵise eŶ plaĐe d’uŶe 
séparation entre les compartiments lymphatique et veineux. Cela est réalisé par le développement 
de valves lympho-veineuses. Ce territoire valvulaire se distingue dès E11.25 par un cluster de cellules 
surexprimant Prox1 (Hagerling et al., 2013) et paƌ la pƌĠseŶĐe d’uŶ thƌoŵďus plaƋuettaiƌe.  La 
foƌŵatioŶ de Đe thƌoŵďus ŶĠĐessite l’iŶteƌaĐtioŶ de podoplaŶiŶe, uŶe pƌotĠiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe 
exprimée par les LEC, et de CLEC2, son récepteur exprimé par les plaquettes (Figure 30). Cela conduit 
à l’aĐtivatioŶ plaƋuettaiƌe de la voie de signalisation SYK / SLP76. La liaison de la podoplanine sur le 
récepteur CLEC2, une lectine de type C, active SYK, une kinase largement exprimée dans les  cellules 
hématopoïétiques, qui va phosphoryler SLP76 et in fine ĐoŶduiƌe à l’agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe  (Bertozzi 
et al., 2010). La surexpression de PROX1 au niveau des valves lymphoveineuses est également 
retrouvée dans les valves lymphatiques.  
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Figure 30 La séparation des vasculatures sanguine et lymphatique. 
La glycosylation de la podoplanine est une étape importante de sa ŵatuƌatioŶ. L’iŶteƌaĐtioŶ de la podoplaŶiŶe 
avec son récepteur plaquetaire CLEC-2 entraîŶe l’aĐtivatioŶ de la kiŶase SYK ;spleeŶ tǇƌosiŶe kiŶaseͿ. La 
phosphorylation de SLP76 (SRC homology 2 (SH2)-domain-containing leukocyte protein of 76 kDa) permet in 
fine l ’agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe via la PLC-ɣ2 (Phospholipase C - ɣ2). D’apƌğsSĐhulte-merker petrova, 2011. 
 
2. La maturation du réseau lymphatique, à partir de E15 
La ŵatuƌatioŶ du ƌĠseau lǇŵphatiƋue ĐoŶsiste eŶ l’aĐƋuisitioŶ d’uŶ phĠŶotǇpe «  collecteur » 
ou « capillaire » par les vaisseaux du plexus lymphatique primitif. Le phénotype collecteur requiert en 
particulier la formation des valves, le recouvrement des lymphangions par les SMC et la formation 
d’uŶe ŵeŵďƌaŶe ďasale.  
 
a. L’initiation du phénotype collecteur 
L’iŶitiatioŶ du phĠnotype collecteur met en jeu des variations importantes des marqueurs 
lymphatiques (Figure 31). De manière abrupte, à partir de E14.5 les LEC se mettent à exprimer des 
niveaux élevés de FOXC2, puis à partir de E15.ϱ l’eǆpƌessioŶ de LYVE1 augmente. Ces taux vont 
ensuite décroître à partir de E16.5, de même que ceux de VEGFR-3 et de PROX1 (Norrmen et al., 




Figure 31 VaƌiatioŶ des Ŷiveauǆ d’eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs lǇŵphatiƋues au Đouƌs de la ŵatuƌatioŶ des 
collecteurs. 
Schéma adapté de (Norrmen et al., 2009). 
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La diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de LYVE-1 est au moins pour partie liée au flux, Ƌu’il soit 
oscillatoire ou laminaire (Sabine et al., 2012). Elle est également liée à ANG2 puisque les souris Ang2-
/- conservent des niveaux anormalement élevés de LYVE-1 dans leurs collecteurs (Dellinger et al., 
2008). De la même manière, les embryons Foxc2-/- conservent des niveaux anormalement hauts de 
PROX1, LYVE1 et VEGFR-3. Le facteur de transcription FOXC2 participe donc aux étapes initiales de 
l’aĐƋuisitioŶ du phĠŶotǇpe ĐolleĐteuƌ (Norrmen et al., 2009). Cependant, pour ces deux études, il 
Ŷ’est pas possiďle de savoiƌ si ANG2 et FOXC2 régulent LYVE1, PROX1 et VEGFR-3 ou si le maintien de 
ces marqueurs est simplement une conséquence du défaut de maturation.  
 
b. La morphogenèse des valves  
La foƌŵatioŶ des valves lǇŵphatiƋues ;et veiŶeusesͿ se fait paƌ iŶvagiŶatioŶ de l’eŶdothĠliuŵ 
dans le lumen, et noŶ paƌ la foƌŵatioŶ d’uŶ ĐoussiŶ ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ  ;Đoŵŵe Đ’est le Đas pour les 
valves cardiaques).  DaŶs le ŵĠseŶtğƌe de souƌis, l’iŶitiatioŶ de la foƌŵatioŶ des valves est ĐoƌƌĠlĠe 
avec le début de la circulation de la lymphe, à E15 (Sabine et al., 2012), et elle précède le 
recrutement des VSMC (Norrmen et al., 2009) (Bazigou et al., 2009). La foƌŵatioŶ d’uŶe valve 
lǇŵphatiƋue ƌeƋuieƌt l’eŶĐhaînement de plusieurs étapes. Une description brève de ces étapes 
peƌŵettƌa d’avoiƌ uŶe vue d’eŶseŵďle du pƌoĐessus. Les ŵĠĐaŶisŵes ŵolĠĐulaiƌes  de la formation 
des valves seront ensuite détaillés.  
 
La foƌŵatioŶ des valves dĠďute paƌ l’appaƌitioŶ, suƌ le ĐôtĠ d’uŶ ĐolleĐteuƌ, d’uŶ gƌoupeŵeŶt 
de LEC exprimant des niveaux élevés des facteurs de transcription PROX1 et FOXC2. Un processus de 
circularisation permet ensuite de spécifier le territoire de la valve. Cette zone circulaire subit ensuite 
uŶe ĐoŶstƌiĐtioŶ Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l’iŶitiatioŶ de la formation des feuillets. L’ĠloŶgatioŶ de Đes 
feuillets constitue la  dernière étape du processus Ƌui ĐoŶduit à la foƌŵatioŶ d’uŶe valve ŵatuƌe  
(Figure 32).  
 
Figure 32  Les Ġtapes de la foƌŵatioŶ d’uŶe  valve lǇŵphatiƋue. 
Les LEC exprimant des niveaux élevés de PROX1 sont représentées en rouge, et les dépôts de laminine-αϱ, uŶe 
protéine de la matrice extracellulaire des valves, en vert. D’apƌğs (Sabine et al., 2012). 
 
Les étapes précoces de formation d’une valve : 
Le pƌeŵieƌ sigŶe de l’appaƌitioŶ d’uŶe valve est la foƌŵatioŶ d’uŶ gƌoupe de Đellules suƌ -
exprimant les facteurs de transcription PROX1 et FOXC2. Cependant, le pƌoĐessus à l’oƌigiŶe de la 
foƌŵatioŶ d’uŶe valve Ŷ’est pas ĐoŵplğteŵeŶt élucidé.  
Le ƌegƌoupeŵeŶt iŶitial de Đellules s’ĠteŶd eŶsuite de ŵaŶiğƌe ĐiƌĐulaiƌe. Les Đellules se 
réorientent perpendiĐulaiƌeŵeŶt à l’aǆe du vaisseau, forment une constriction et la production de 
Laminine-αϱ dĠďute. Les Đellules de la paƌtie aŵoŶt de la valve eǆpƌiŵeŶt des Ŷiveauǆ plus ĠlevĠs de 
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PROX1 que de FOXC2, et vice versa pour la partie avale. Cette polarisation semble indiquer que le 
seŶs d’ĠloŶgatioŶ des feuil lets est déterminé de manière précoce (Sabine et al., 2012).  
 
Les valves sont fréquemment  situées à des embranchements, lieux où le flux et les forces de 
cisaillement (sheer stress) sont particuliers, laissant supposer que les stimuli mécaniques pourraient 
être impliqués dans la localisation de la valve.  Dans ce contexte, il a été déŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶ flux 
oscillatoire induisait Cx37 et activait la voie de signalisation Calcineurine/NFATC1, de manière 
PROX1 et FOXC2 dépendante (Sabine et al., 2012). La Calcineurine est une phosphatase activée en 
présence de calcium et déclenchant la translocation nucléaire de Nfatc1. 
La Cx37 permet ensuite la formation de la zone circulaire délimitant le territoire de la valve. 
L’iŶvalidatioŶ de Cǆϯϳ eŵpġĐhe la foƌŵatioŶ de valves et ĐoŶduit à de gƌaves dĠfauts de dƌaiŶage  
(Sabine et al., 2012). PROX1 régule également l’eǆpƌessioŶ de NFATCϭ et NFATCϭ et FOXC2 
interagissent in vitro pour le contrôle de la transcription de gènes (Norrmen et al., 2009).  
 
Figure 33 Les  mécanismes précoces de la formation des valves. 
Schéma adapté de (Norrmen et al., 2009) (Sabine et al., 2012). 
 
La voie de sigŶalisatioŶ ƌĠveƌse d’EphrinB2 est importante dans le développement des 
valves, saŶs Ƌue le ŵĠĐaŶisŵe ŵolĠĐulaiƌe pƌĠĐis Ŷ’ait ĠtĠ ĠluĐidĠ.  Le ligand transmembranaire 
EphrinB2 exprimé par une cellule déclenche canoniquement une cascade de signalisation dans une 
autre cellule exprimant son récepteur EphBϰ. C’est la sigŶalisatioŶ « veƌs l’avaŶt ». Mais une 
signalisation « réverse », Đ’est-à-dire dans la cellule qui exprime EphrinB2, peut également avoir lieu. 
Elle passe, entre autre, par le recrutement de protéines intracellulaires possédant un domaine PDZ. 
Les souris doŶt l’EphƌiŶBϮ poƌte uŶe ŵutatioŶ daŶs soŶ site de liaisoŶ auǆ doŵaiŶes PD)  ne 
développent pas de valves (Makinen et al., 2005). 
La signalisation par le récepteur TIE2 semble aussi être impliquée dans la formation des 
valves. En effet, les souris invalidées pour ANG2, un ligand de TIE2, présentent notamment un faible 
nombre de valves  associé à des défauts de maturation de leur système lymphatique (Dellinger et al., 
2008). Le rôle de TIE2 est possiblement lié à son induction par les forces de cisaillement, bien que ces 
résultats aient été obtenus à partir de cellules endothéliales sanguines (HUVEC) (Lee and Koh, 2003). 
Cependant, le flux dans le réseau lymphatique est plus faible que celui du réseau sanguin. 
La voie PI3K/AKT  est recrutée dans les étapes initiales de formation des valves. La spécificité 
lǇŵphatiƋue de de l’aĐtivatioŶ de PIϯK seŵďle ġtƌe liĠe à ses sous -unités régulatrices  p85alpha, 
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p55alpha, and p50alpha. En effet, la délétion du gène Pik3r1 qui les encode est responsable 
d’aŶoŵalies lǇŵphatiƋues Đhez la souƌis, doŶt uŶ dĠfaut de foƌŵatioŶ des valves  (Mouta-Bellum et 
al., 2009). L’iŵpoƌtaŶce de la signalisation Akt dans le développement des valves est renforcée par 
l’aďseŶĐe de valves daŶs les petits collecteurs des souris Akt1-/- (Zhou et al., 2010). Au niveau 
mécanistique, il a été montré quePI3K entraîne la down-régulation de l’eŶdogliŶe (Mouta-Bellum et 
al., 2009).  Cette ƌĠgulatioŶ de l’eŶdogline, avait déjà été observée chez les souris Foxc2 -/- (Petrova 
et al., 2004), ce qui peut suggérer que la signalisation TGFβ/BMP est aussi impliquée dans la 
maturation du réseau lymphatique. 
 
Les étapes tardives de formation des valves : la formation des feuillets 
Les feuillets se dĠveloppeŶt aveĐ la foƌŵatioŶ de pƌotƌusioŶs de LEC à l’iŶtĠƌieuƌ du luŵeŶ et 
le dĠďut de l’ĠloŶgation. D’autƌes ĐoŵposaŶts de la MEC se dĠposeŶt aloƌs, ŶotaŵŵeŶt le ĐollagğŶe 
IV et la fibronectine EIIIA. En même temps que se forment les feuillets, la paroi du vaisseau se dilate, 
formant ainsi le sinus de la valve, cet espace de paƌt et d’autƌe des feuillets. Au début de la formation 
des feuillets, la Laminine-α5 et la FNEIIIA co-loĐaliseŶt, taŶdis Ƌu’au Đouƌs de l’Ġlongation des feuillets 
la Laminine-αϱ se dĠpose daŶs l’eŶseŵďle du Đœuƌ de ŵatƌiĐe et la FNEIIIA se ĐoŶĐeŶtƌe suƌ les 
bords libres des feuillets (Bazigou et al., 2009).  
 
La voie de signalisation PCP (Planar Cell Polarity) est impliquée dans la formation des 
feuillets de la valve. Cette voie de signalisation régule les mouvements cellulaires polarisés et la 
morphogenèse tissulaire dans de nombreux organes. La composante la plus importante de cette voie 
est une cadhérine nommée CELSR1 chez les vertébrés. Cette protéine transmembranaire recrute à la 
ŵeŵďƌaŶe d’autƌes pƌotĠiŶes doŶt VANGL2 (Van Gogh Like). Les embryons dont des composants de 
la voie de signalisation PCP ont été mutés présentent des défauts de formation de leurs  valves. 
L’iŶitiatioŶ du pƌoĐessus et les dĠpôts de MEC ;LaŵiŶiŶe -α5 et FNEIIIA) ne sont pas affectés. 
Cependant, les cellules PROX1-positives Ŷ’aƌƌiveŶt pas à se ƌĠoƌieŶteƌ peƌpeŶdiĐulaiƌeŵeŶt à l’aǆe du 
flux. En conséquence, les feuillets de la valve ne se forment pas (Tatin et al., 2013).  
 
Les étapes tardives de formation des valves font appel à la signalisation ITGA9/FNEIIIA. Les 
souris Itga9-/- et FNEIIIA-/- présentent, à la place des valves matures, de simples constrictions avec 
des eŵďƌǇoŶs de feuillets doŶt le Đœuƌ de ŵatƌiĐe  est désorganisé ou absent. La FNEIIIA semble 
paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŵpliƋuĠe daŶs l’ĠloŶgatioŶ des feuillets au Đouƌs de la pĠƌiode pĠƌiŶatale et la 
communication INTGA9/FNEIIIA est nécessaire à la polymérisation de la FNEIIIA en fibres continues. 
L’iŶtĠgƌiŶe-αϱ, ďieŶ Ƌu’iŶĐapaďle de ĐoŵpeŶseƌ la peƌte de ITGA9, participerait aussi à la 
fibrillogenèse. En outre, le phénotype des FNEIIIA-/- étant moins marqué que celui des Itga9-/-, voir 
même compensable ultérieurement au cours du développement, la possibilité d e l’iŵpliĐatioŶ 
d’autƌes ligaŶds Ŷ’est pas eǆĐlue ;TeŶasĐiŶe-C ou Osteopontine) (Bazigou et al., 2009).  
 
La signalisation SEMA3A/NRP1/PlexinA1 est impliquée dans les étapes tardives de formation 
des valves. Que ce soit le traitement anti-NRP1 (Jurisic et al., 2012) ou l’iŶvalidatioŶ de Sema3A ou 
Nrp1 ou PlexinA1 chez la souris (Bouvree et al., 2012), auĐuŶe des Ϯ appƌoĐhes Ŷ’affeĐte le Ŷoŵďƌe 
total de valves, mais plutôt leur morphologie : mauvaise localisation et dépôt excessif d’IŶtĠgƌiŶe-α9 
et de FNEIIIA (Jurisic et al., 2012) ; loŶgueuƌ du dĠpôt d’IŶtĠgƌiŶe-α9 plus courte (Bouvree et al., 
2012). Le groupe du Dr. EiĐhŵaŶŶ suggğƌe Ƌue l’effet ƌĠpulsif eŶtƌe Đes ĐoŵposaŶts pouƌƌait pousseƌ 
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les Đellules de la valve à se pƌojeteƌ veƌs l’iŶtĠƌieuƌ du luŵeŶ et aiŶsi paƌtiĐipeƌ à l’ĠloŶgation de la 
valve.  
 
La signalisation VEGFC/D est iŵpliƋuĠe daŶs le dĠveloppeŵeŶt des valves, ďieŶ Ƌu’elle soit 
peu décrite. VEGFR-3 et FOXC2 coopèrent dans le développement des valves (Petrova et al., 2004), et 
les niveaux de VEGFR-3 sont élevés dans les feuillets des valves (Norrmen et al., 2009). Pour sa part 
VEGF-C induit la translocation nucléaire de NFATCϭ paƌ l’aĐtivatioŶ de VEGF‘-2. VEGFR-3 est 
iŶĐapaďle d’iŶduiƌe seul Đette tƌaŶsloĐatioŶ, mais un hétérodimère VEGFR-2/VEGFR-3 Ŷ’est pas exclu 
(Norrmen et al., 2009). L’eǆpƌessioŶ de la NRP2, le corécepteur de VEGFR-3, est diminuée en réponse 
à un flux oscillatoire (Sabine et al., 2012) et N‘Pϭ est iŵpliƋuĠ daŶs l’ĠloŶgatioŶ des feuillets. La 
sigŶalisatioŶ VEGFC/D est doŶĐ à l’ĠvideŶĐe iŵpoƌtaŶte  dans le développement des valves mais 
l’iŵpliĐatioŶ de ses diffĠƌeŶts ĠlĠŵeŶts ƌeste à pƌĠĐiseƌ.   
 
c. Le maintien de valves. 
La voie de signalisation Calcineurine/NFATC1 est maintenue active dans les valves adultes. 
Paƌ ĐoŶtƌe, l’iŶvalidatioŶ inductible postnatale de cette voie (en utilisant CNB1, la sous unité 
régulatrice de la calcineurine et la recombinase exprimée de manière inductible  sous le contrôle du 
promoteur de PROX1) conduit en 7 jours à une diminution significative du nombre de valves et de la 
longueur de leuƌ Đœuƌ de matrice. Cette observation est également valable pour les valves adultes, 
après 3 semaines de traitement au TaŵoǆifeŶ. L’activation continue de la voie Calcineurine/NFATC1 
semble donc être nécessaire à la maintenance des valves (Sabine et al., 2012).  
L’ĠƋuipe du Dr. Makinen a étudié le rôle de ITGA9 dans le maintien des valves en supprimant 
l’eǆpƌessioŶ de cette intégrine entre P1 et P7. Dans ces conditions, le nombre de valves et leur 
apparence (évaluée par le marquage Laminine-αϱ et la liaisoŶ des CE suƌ le Đœuƌ de ŵatƌiĐe) ne sont 
pas affectés. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’ĠteŶdƌe la duƌĠe du tƌaiteŵeŶt pouƌ vĠƌifieƌ l’Ġtat du Đœuƌ de 
ŵatƌiĐe et l’aŶĐƌage des EC suƌ Đe suppoƌt (Bazigou et al., 2009). Cette même équipe a également 
invalidé des composants de la voie de signalisation PCP Đhez l’adulte peŶdaŶt Ϯ seŵaiŶes. Cette 
dĠlĠtioŶ Ŷ’affeĐte pas l’appaƌeŶĐe des valves (Tatin et al., 2013).   
 
d. Le recouvrement des lymphangions par les cellules murales 
Le recrutement des cellules de muscle lisse est une étape importante de la maturation du 
réseau lǇŵphatiƋue. PhǇsiologiƋueŵeŶt, Đe ƌeĐouvƌeŵeŶt Ŷ’a lieu Ƌu’au Ŷiveau des lǇŵphaŶgioŶs. 
Le recouvrement ectopique des valves et des capillaires par des SMC est pathologique et entraîne 
des défauts de drainage (Petrova et al., 2004). Le début du recouvrement des lymphangions par les 
cellules murales varie en fonction des territoires lymphatiques : il commence à E17.5 dans le 
mésentère (Norrmen et al., 2009) et plus tardivement daŶs la peau de l’oƌeille, veƌs P15 (Lutter et al., 
2012).  
 
Les groupes des Dr. Detmar et Eichman ont étudié la signalisation SEMA3A/NRP1 et ont 
montré que son activation empêche le recouvrement péricitaire anormal de la valve. Le groupe 
d’AŶŶe EiĐhŵaŶŶ a également montré que la PlexinA1 était un autre récepteur également impliqué 
dans la signalisation SEMA3A/NRP1. Alors que SEMA3A seŵďle eǆpƌiŵĠe daŶs l’eŶseŵďle du ƌĠseau 
lymphatique, PlexinA1 et NRP1 sont surexprimées au niveau des valves. Le groupe du Dr. Detmar 
conclut que SEMA3A, produite par les LEC est capable de repousser les SMC exprimant son 
récepteur, la NRP1 (Jurisic et al., 2012). Le groupe du Dr. Eichmann est moins tranché dans ses 
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ĐoŶĐlusioŶs puisƋu’il tƌouve les ϯ ĐoŵposaŶts eǆpƌiŵĠs dans les LEC et dans les SMC (Bouvree et al., 
2012).  
 
La Reeline (RELN), une grosse glycoprotéine auparavant connue pour son rôle dans le 
développement neuronal, était impliquée dans le recouvrement des collecteurs par des VSM. Les 
souris Reln-/- présentent une couverture par les SMC moins importante dans les collecteurs de  la 
peau de l’oƌeille. Cette oďseƌvatioŶ Ŷ’est pas valaďle pouƌ les ĐolleĐteuƌs ŵĠseŶtĠƌiƋues, Đe Ƌui 
ƌeŶfoƌĐe l’idĠe de pƌoĐessus de ŵatuƌatioŶ diffĠƌeŶts eŶ foŶĐtioŶ du teƌƌitoiƌe lǇŵphatiƋue. Les 
auteurs montrent que le contact des SMC avec les LEC entraîne la sécrétion de Reeline par les LEC. 
Par une action autocrine, la Reeline provoque la production  de MCP1 (monocyte chemotactic 
protein1), un facteur favorisant la migration et la prolifération des LEC (Lutter et al., 2012).  
 
Les composants de la voie de signalisation NOTCH sont impliqués dans le développement 
lymphatique à plusieurs niveaux. La maturation des collecteurs est affectée chez des souriceaux 
traités avec des anticorps anti-DLL4 ou anti-NOTCH1 : le recouvrement des lymphangions par les 
SMC est épars et les collecteurs sont dilatés (Niessen et al., 2011).  La signalisation AKT est aussi 
impliquée dans le recrutement des SMC. En effet, les souris Akt1-/- ont un recouvrement très épars 
de leurs lymphangions par les SMC (Zhou et al., 2010). La signalisation ANG2 est peut-être également 
impliquée dans la maturation des lymphangions. Les souris Ang2-/- présentent une absence de 
valves dans leurs collecteurs dont les CE présentent en plus un aspect en feuille de chêne. ANG2 
interviendrait donc pour limiter une trop forte expansion du phénotǇpe Đapillaiƌe à l’eŶseŵďle du 
réseau (Dellinger et al., 2008).   
 
e. La formation de la membrane basale 
Dans les vaisseaux sanguins, la MB (membrane basale) est composée principalement de 
Collagène IV, Laminine, Nidogen/Entactine et de protéoglycane et est bien documentée (Sasaki et al., 
2004). En compaƌaisoŶ, peu de Đhoses soŶt ĐoŶŶues suƌ la ĐoŵpositioŶ et l’iŵpoƌtaŶĐe de la MEC 
dans le réseau lymphatique. La formation de la membrane basale autour des collecteurs débute dès 
E16.5 dans le mésentère, comme le montre un marquage du Collagène IV  (Norrmen et al., 2009). 
DaŶs la peau de l’oƌeille, les ŵaƌƋuages appaƌaisseŶt plus tardivement, vers P12. JusƋu’à Pϭϲ, la 
Laminine-α5 est cantonnée aux zones des valves, mais à partir de ce moment, elle est exprimée plus 
largement dans le lymphangion, à des niveaux qui restent néanmoins plus faibles que dans les valves 
(Lutter et al., 2012).  
En plus de son implication dans le recrutement des SMC, la Reeline semble aussi jouer un 
rôle dans la formation de la MB. Trois semaines après leur naissance, les souris Reln-/- ont une 
diminution dramatique du recouvrement des collecteurs de la peau en Laminine-α5. Le marquage du 
Collagène IV semble aussi plus faible (Lutter et al., 2012).   
 
f. La maturation des capillaires. 
Le phénotype capillaire requiert la formation de jonctions en bouton punctiformes, un 
ancrage correct dans la MEC et l’aďseŶĐe de ƌeĐouvƌeŵeŶt paƌ des cellules murales. Le diamètre de 
Đes vaisseauǆ vaƌie eŶtƌe ϭϬ et ϲϬµŵ et l’Ġpaisseuƌ de leuƌ paƌoi est Đoŵpƌise eŶtƌe ϱϬ et ϭϬϬŶŵ  
(Margaris and Black, 2012). Au cours de la maturation du réseau lymphatique, seuls les capillaires 
ŵaiŶtieŶŶeŶt uŶ Ŷiveau d’eǆpƌessioŶ ĠlevĠ de LǇveϭ.  Initialement, les capillaires lymphatiques sont 
liés entre eux par des jonctions continues, et avec leur degré de maturation, le nombre de ces 
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jonctions diminue, au profit des jonctions en boutons. A P7, 50% des jonctions des capillaires de la 
trachée sont des jonctions bouton, 90% après 1 mois et 100% à 2 mois et demi  (Yao et al., 2012a).  
La taille des capillaires semble être en partie contrôlée par la signalisation AKT, comme le 
suggère le diamètre anormalement faible des capillaires des souris Akt1 -/- (Zhou et al., 2010). Au 
ĐoŶtƌaiƌe l’aďseŶĐe de signalisation PI3K entraîne un élargissement des capillaires et une diminution 
du nombre de branchements (Gupta et al., 2007).  
Le récepteur VEGFR-2 est également impliqué dans le développement du réseau 
lymphatique. Son activation spécifique par VEGF-E entraîne un élargissement des capillaires cutanés 
(Wirzenius et al., 2007).  
Le foŶĐtioŶŶeŵeŶt ĐoƌƌeĐt des Đapillaiƌes ŶĠĐessite l’aŶĐƌage de leuƌs LEC à la MEC 
eŶviƌoŶŶaŶte paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des filaŵeŶts d’aŶĐƌages, et Đela ŶĠĐessite la pƌĠseŶĐe d’Emiline-1. 
En l’abseŶĐe de Đette glǇĐopƌotĠiŶe Ƌui s’assoĐie auǆ fiďƌes ĠlastiƋues, les filaŵeŶts d’aŶĐƌage soŶt 
moins nombreux et les LEC des Đapillaiƌes Ŷe seŵďleŶt pas pouvoiƌ assuƌeƌ leuƌ ƌôle d’eŶtƌĠe de la 
lymphe. Ces LEC présentent en effet des jonctions adhérentes et de multiples recouvrements les 
unes sur les autres. La densité et le diamètre des capillaires sont également plus importants chez les 
souris Emilin-/- (Danussi et al., 2008).  
 
La signalisation réverse d’EphƌiŶBϮ est nécessaire pour éviter un recouvrement anormal de 
capillaires par les SMC. Tandis que les LEC des collecteurs expriment EphrinB2 et son récepteur 
EphBϰ, les Đapillaiƌes Ŷ’eǆpƌiŵeŶt Ƌu’EphBϰ. Paƌ aŶalogie avec les veines et les artères, il est suggéré 
que la signalisation EphrinB2/EphB4 permet de différencier 2 phénotypes  : dans le cas du réseau 
lymphatique, ce sont les phénotypes « capillaires » et « collecteurs » (Makinen et al., 2005). De 
manière similaire, les invalidations de FOXC2 ou D’ANGϮ entraînent un recrutement anormal des 
péricytes au niveau des capillaires (Norrmen et al., 2009) (Dellinger et al., 2008).  
 
La délétion spécifique de kinases impliquées dans la phosphorylation de la sphingosine inhibe 
la formation des jonctions button-like des capillaires. Cette observation plaide donc pour 
l’iŵpliĐatioŶ de la sphingosine-1-phosphate dans la maturation des capillaires (Pham et al., 2010). 
 
3. Formation de la lymphe et flux dans le réseau lymphatique  
Le réseau lymphatique mature permet de reconduire les fluides interstiels collectés  jusƋu’au 
réseau sanguin. Trois hypothèses ont été débattues pour expliquer la formation de la lymphe  : le 
tƌaŶspoƌt vĠsiĐulaiƌe, le gƌadieŶt de pƌessioŶ osŵotiƋue et le gƌadieŶt de pƌessioŶ hǇdƌauliƋue. C’est 
la dernière hypothèse qui est la plus largement admise (Wiig and Swartz, 2012). Après s’ġtƌe foƌŵĠe 
dans les capillaires, la lymphe est acheminée dans les collecteurs grâce à des compressions externes, 
au gradient pression ou encore gƌâĐe à uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’aspiƌatioŶ (Wiig and Swartz, 2012).  
Une fois la lymphe dans les collecteurs, son flux est assuré  grâce aux contractions 
rythmiques des SMC des lymphangions, tandis que la présence des valves le long des collecteurs 
assure le caractère unidirectionnel de ce flux. Il  est adŵis Ƌue les lǇŵphaŶgioŶs se ĐoŶtƌaĐteŶt d’uŶe 
ŵaŶiğƌe pĠƌistaltiƋue, Đ’est-à-dire avec des contractions radiales se propageant le long du vaisseau 
(Margaris and Black, 2012). La contraction de VSMC se propage donc à l’iŵage d’uŶe vague, avec une 
vitesse de l’oƌdƌe de ϰ à ϴ ŵŵ/s. La coordination de cette propagation semble pour partie être liée à 
la présence de jonctions communicantes (« gap junctions ») (Zawieja et al., 1993).  
La propulsion de la lymphe est affectée par des mécanismes intrinsèques et extrinsèques. Les 
premiers regroupent la pré-charge et la post-charge de chacun des lymphangions, la pression 
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transmurale, les forces de ĐisailleŵeŶt, l’iŶŶeƌvatioŶ et des facteurs circulants (prostaglandines, 
bradykinine, substance P) (Muthuchamy and Zawieja, 2008). Les mécanismes extrinsèques englobent 
la contraction des muscles squelettiques, la mobilité des organes à proximité ainsi que les pulsations 
aƌtĠƌielles. L’iŵpoƌtaŶĐe de Đes Ϯ ŵĠĐaŶisŵes l’uŶ paƌ ƌappoƌt à l’autƌe Ŷ’est pas tƌaŶĐhée (Margaris 
and Black, 2012). 
 
 
Tableau 1 Modèles murins impliqués dans la maturation du réseau lymphatique 
Gène Fonction Phénotype lymphatique 
Akt1 Ser/Thr kinase Absence de développement des va lves, diminution du nombre de LEC et du 
diamètre des va isseaux, diminution du recouvrement des petits collecteurs 
par les SMC. (Zhou et al., 2010) 
Angpt2 Facteur de croissance, 
l igand du récepteur 
TIE 
AsĐi tes ĐhǇleuses, ChǇlothoƌaǆ, Œdğŵes, AďseŶĐe de Valves ;peau et 
mésentère), recouvrement anormal de capillaires par SMC. Les  souris Ang2-
/- suƌviveŶt jusƋu’à l ’âge adulte daŶs uŶ foŶd CϱϳBL/ϲ, elles soŶt plus 
seŶsiďles loƌsƋu’elles soŶt ŵiǆĠes aveĐ ϭϮϵ/J. Le phĠŶotǇpe WT est 
largement restauré en exprimant ANG1 sous la dépendance du promoteur 





Isoforme catalytique  
p110α de la   PI3-
kinase 
 
Asci te chyleuse, le réseau est beaucoup moins branché et moins large. Très 
peu de souƌis suƌviveŶt jusƋu’à l’âge adulte, ŵais Đelles Ƌui l ’atteigŶeŶt 
seŵďleŶt eŶ ďoŶŶe saŶtĠ. Le phĠŶotǇpe lǇŵphatiƋue Ŷ’est pas aŶalǇsĠ eŶ 




Sous -unité régulatrice 
de PI3-kinase 
Asci te chyleuse, les capillaires de la peau sont plus larges et moins branchés, 
les collecteurs du diaphragme sont moins branchés, absence de va lves. Les 
souriceaux meurent 1 jour après la naissance. PI3K down-ƌĠgule l’eǆpƌessioŶ 





ChǇlothoƌaǆ, aƌƌġt du dĠveloppeŵeŶt des valves à l ’Ġtape de ĐoŶstƌiĐtioŶ, 
feuillets des valves Đouƌt, Đœuƌ de ŵatƌiĐe de la valve dĠsoƌgaŶisé ou 
absent. Les souris Itga9-/- meurent au cours de la période périnatale en lien 
avec des chylothorax. (Bazigou et a l., 2009) 
FN-EIIIA Composant de la MEC, 
l igand de ITGA9 
Recouvrement partiel du phénotype des Itga9-/-, le nombre de va lves 
affeĐtĠ de dĠfaut d’ĠloŶgatioŶ ĠtaŶt ŵoiŶs iŵpoƌtaŶt Ƌue Đhez les Itga9-/-.  
(Bazigou et a l., 2009) 
Emilin1 
 
Composant de la MEC  Les  va isseaux LYVE1-positifs sont plus nombreux et plus larges, dans la peau 
et l ’iŶtestiŶ ŵais aussi daŶs les gaŶglioŶs. HǇpeƌplasie des vaisseauǆ, 
ƌĠduĐtioŶ du Ŷoŵďƌe de filaŵeŶts d’aŶĐƌage et clapets entre les LEC des 
capi llaires anormaux : jonctions adhérentes, chevauchement de plus de 2 
LEC. Dra inage moins efficace et fuite de lymphe. (Danussi et al., 2008) 
Efnb2 (mutation 
du site de liaison 





Chylothorax, Absence de va lves, Défaut de bourgeonnement des capillaires, 
défauts de drainage, recouvrement des capillaires par les SMC. Les  
souriceaux meurent dans les 3 semaines suivant la naissance, tandis que les 
EphrinB2 dont les tyrosines sont mutées en phénylalanines survivent 






Absence de maturation des collecteurs, défaut de bourgeonnement, 
recouvrement des capillaires par SMC, absence de va lves, défauts de 
dra inage. (Petrova et al., 2004) (Norrmen et al., 2009) (Dagenais et al., 
2004)  
Nfatc1 Facteur de 
transcription 
 
Absence de Valves et va isseaux élargis, recouvrement des capillaires par les 
SMC. L’iŶva lidatioŶ de Nfatc1 est létale au cours du développement 
embryonnaire, avant le remodelage. (Norrmen et al., 2009) 
Cx37 Protéine des jonctions 
communicantes 
Réduction du nombre de va lves et absence de valves fonctionnelles due à 
un défaut de constriction dans les étapes initiales. Défauts de drainage 
lymphatique. (Sabine et al., 2012) 
Sema3A Ligand de la Plexine-A1 
et de la NRP1 
Aire des valves plus faible, va lve recouverte par des SMC, défaut de 
dra inage. (Bouvree et a l., 2012) 
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PlexinA1 Récepteur de SEMA3A Aire des valves plus faible. (Bouvree et al., 2012) 
Nrp1 (mutation 
du site de liaison 
à Sema3A) 
Récepteur de SEMA3A Aire des valves plus faible. (Bouvree et al., 2012) 
Reelin Glycoprotéine de la 
MEC 
MaiŶtieŶ de l ’eǆpƌessioŶ de LYVE1 dans les collecteurs et diminution de leur 
recouvrement en SMC, diamètre irrégulier des collecteurs, diminution de la 
quantité de Laminine-αϱ. PhĠŶotǇpe ƌestƌeiŶt à la peau de l ’oƌeille. DĠfaut 
de dra inage lymphatique. (Lutter et al., 2012) 
Sphingosine 
kinase 1 et2  
Enzyme produisant la 
sphingosine-1-
phosphate. 
Capi llaires tortueux présentant du bourgeonnement (trachée et 
diaphragme). Jonctions en bouton moins nombreuses et plus diffuses. 
(Pham et al., 2010) 
Celsr1 et Vangl2 Composant de la voie 
de s ignalisation PCP 
Absence de va lves causée par une incapacité des cellules PROX1-positives à  
se ƌĠoƌieŶteƌ peƌpeŶdiĐulaiƌeŵeŶt à l ’aǆe du va isseau (Tatin et al., 2013).  
 
III. Les pathologies lymphatiques humaines 
Les pathologies associées au système lymphatique peuvent être consécutives à une 
insuffisance fonctionnelle (les lǇŵphœdğŵesͿ ou au ĐoŶtƌaiƌe à une réactivation de la  
lymphangiogenèse (dissémination métastatique et inflammation).    
 
1. Les lymphoedèmes 
Les lǇŵphœdğŵes ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶe dǇsfoŶĐtioŶ lǇŵphatiƋue conduisant à une 
accumulation progressive de fluides interstitiels dans le tissu conjonctif. Ils sont dits primaires quand 
une mutation génétique en est responsable. Ils sont dit secondaires loƌsƋu’ils soŶt ĐoŶsĠĐutifs à un 
traumatisme initial (accident, chirurgie, infection grave, radiothérapie). 
 
Les lymphœdèmes primaires.  
Des mutations responsables de cette pathologie concernent des gènes dont le rôle a été 
discuté plus haut dans la partie consacrée au développement du réseau lymphatique  (Tableau 2). Ces 
ŵutatioŶs pathologiƋues ƌeŶfoƌĐeŶt l’importance de ces gènes dans le développement correct du 
réseau lymphatique.  
Tableau 2 MutatioŶs de gğŶes assoĐiĠes à des lǇŵphœdğŵes Đhez l’hoŵŵe. 
Gène 
responsable 





Maladie de Milroy (153100) 
Hereditary lymphedema IA 
LǇŵphœdğŵe, ascite chyleuse causée par une hypoplasie des 
vaisseaux lymphatiques.  
GJC2 
(connexin47) 
Hereditary lymphedema IC 
(613480) 






Déclenchement tardif d’uŶ lǇŵphœdğŵe daŶs les ŵeŵďƌes 
inférieurs, associé à un distichiasis (cils surnuméraires dans 
l ’Ġpideƌŵe des paupiğƌesͿ. Le lǇŵphoedğŵe est ĐausĠ paƌ des 
défauts dans les valves. 
SOX18 
 
HLT syndrome (607823) 
Hypotrichosis–lymphedema–
telangiectasia syndrome 
LǇŵphœdğŵe, TĠlaŶgieĐtasies ;dilatatioŶ des petits vaisseauǆ 
sanguins situés près de la surface de la peau et des 







LǇŵphœdğŵe, lǇŵphaŶgeĐtasies iŶtestinales (dilatation des 





atresia syndrome (608911) 
LǇŵphœdğŵe dĠĐleŶĐhĠ au Đouƌs de l’eŶfaŶĐe, atƌĠsie des 
choanes (absence de communication entre la ca vité nasale et 
le nasopharynx).  
ITGA9 (Ma et al., 2008) Chylothorax sévère 
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Les lymphœdèmes secondaires.  
Plus de ϵϵ% des Đas de lǇŵphœdğŵes résultent d’uŶ doŵŵage aux vaisseaux lymphatiques. 
OŶ peut Ŷoteƌ l’oďstƌuĐtioŶ paƌ des paƌasites ;FilaƌiasisͿ Ƌui est la ϭère Đause de lǇŵphœdğŵe au 
Ŷiveau ŵoŶdial. DaŶs les paǇs iŶdustƌialisĠs, Đ’est le Đuƌage aǆillaiƌe qui est responsable de la plus 
forte prévalence : 20 à ϯϬ% des feŵŵes suďissaŶt Đette Đhiƌuƌgie dĠveloppeŶt uŶ lǇŵphœdğŵe. 
Dans ce contexte particulier, des stratégies thérapeutiques se développent avec pour objectif de 
favoƌiseƌ la lǇŵphaŶgiogeŶğse et/ou la suƌvie d’uŶ gaŶglioŶ lǇŵphatiƋue gƌeffĠ eŶ augŵeŶtant les 
taux de VEGF-C (Tammela and Alitalo, 2010).  
 
2. Lymphangiogenèse inflammatoire 
UŶ pƌoĐessus de lǇŵphaŶgiogeŶğse à lieu suƌ les sites d’iŶflammation, principalement induit 
par le  VEGF-C. En effet, de multiples types cellulaires sont capables de produire ce facteur de 
croissance en réponse à des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α (Tammela and Alitalo, 
2010). Cette lǇŵphaŶgiogeŶğse faĐilite la ƌĠsolutioŶ de l’œdğŵe tissulaiƌe et paƌtiĐipe à la ƌĠpoŶse 
immunitaire en facilitant la mobilisation des macrophages et des cellules de ndritiques. Les LEC des 
vaisseaux lymphatiques attirent les cellules immunitaires qui expriment le récepteur CCR7 e n 
pƌoduisaŶt soŶ ligaŶd, CCLϮϭ. Les Đellules pƌĠseŶtatƌiĐes d’aŶtigğŶes eŶtƌeŶt eŶsuite daŶs le gaŶglioŶ 
lymphatique et se dirigent vers le compartiment lymphoïde où elles vont jouer leur rôle dans la 
réponse immunitaire.  Les inflammations chroniques telles le psoriasis, ou la polyarthrite rhumatoïde 
sont également associées à de la lymphangiogenèse (Tammela and Alitalo, 2010).  
 
3. Lymphangiogenèse tumorale 
Les métastases dans les ganglions lymphatiques représentent la première étape de la 
dissémination tumorale dans de nombreux cancers, tels les carcinomes du sein, du colon ou de la 
prostate. La deŶsitĠ des vaisseauǆ lǇŵphatiƋues tuŵoƌauǆ est ĐoƌƌĠlĠe à l’iŶĐideŶĐe des  ŵĠtastases 
gaŶglioŶŶaiƌes et à uŶ ŵauvais pƌoŶostiƋue, et l’étendue des métastases ganglionnaires est un 
déterminant majeur du pronostique et des décisions thérapeutiques (Tammela and Alitalo, 2010). Le 
réseau lymphatique intra-tumoral ne semble pas être fonctionnel à cause de la trop forte pression 
intra-tumorale. Au contraire les vaisseaux lymphatiques péri-tumoraux remplissent parfaitement leur 
fonction de drainage. La lymphangiogenèse tumorale est activée par des facteurs de croissance, dont 
VEGF-C et VEGF-D, produits par les cellules tumorales, les TAM (Tumor Associated Macrophages) et 
d’autƌes tǇpes Đellulaiƌes. En miroir, les LEC produisent des cytokines (telle CCL21) qui peuvent attirer 
les cellules tumorales (qui expriment CCR7, le récepteur de CCL21), de  manière analogue à ce qui se 
produit pour les leucocytes dans la réponse inflammatoire  (Tammela and Alitalo, 2010).  
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 Partié ͵ DUCTUS ARTERIOSUS 
 
Le canal artériel ou Ductus Arteriosus (DA), est une artère permettant au flux sanguin de 
court-ĐiƌĐuiteƌ les pouŵoŶs ŶoŶ foŶĐtioŶŶels du fœtus peŶdaŶt la vie iŶtƌa-utérine. Ce shunt se situe 
eŶtƌe l’aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe et l’aoƌte. Sa feƌŵetuƌe a lieu au moment de la naissance, dans des délais 
variables selon les espèces : de ϭ à ϯ heuƌes Đhez la souƌis et de Ϯϰ à ϰϴh Đhez l’hoŵŵe. Au Đouƌs des 
semaines suivantes, le canal artériel se transforme en un ligament qui persiste au cours de la vie 
adulte sous le nom de Ligamentum Arteriosum. Le DA sera abordé par ses aspects embryologiques, 
ontogéniques et cliniques, ce qui permettra de saisir les enjeux et les déterminants de sa fermeture 
correcte à la naissance. Les bases moléculaires de la fermeture seront ensuite précisées ainsi que les 
pathologies congénitales en cause dans des défauts de fermeture du DA.  
 
Figure 34 LoĐalisatioŶ du DuĐtus Aƌteƌiosus ;DAͿ daŶs la ĐiƌĐulatioŶ fœtale. 
Le DA peƌŵet de dĠvieƌ le saŶg hoƌs des pouŵoŶs fœtaux non-fonctionnels. Sur la photo de droite, les 
vaisseaux ont été remplis de sil icone jaune. OD/OG: oreil lette droite/gauche, RC/LG: artère carotide commune 
droite/gauche, RSC/LSC: artère sous-Đlaviğƌe dƌoite/gauĐhe, Ao: aoƌte, AP: aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe. D’après (Boucher 
et al., 2012). 
 
 
I. Ontologie, circulation fœtale et phylogénie 
Au Đouƌs de l’eŵďƌǇogeŶğse, les Ϯ aoƌtes doƌsales soŶt ƌeliĠes au Đœuƌ paƌ uŶ eŶseŵďle 
d’aƌtğƌes sǇŵĠtƌiƋues Ƌue l’oŶ appelle les artères des arches aortiques (Cf Partie 1, III). Alors que le 
dĠveloppeŵeŶt se pouƌsuit, Đes aƌtğƌes suďisseŶt uŶ ĠlĠgaŶt ƌeŵodelage veƌs l’asǇŵĠtƌie. DaŶs Đette 
réorganisation, la 6ème artère gauche des arches aortiques persiste sous la forme du canal artériel  
(Figure 35) (Stoller et al., 2012). Chez la souris, le DA rempli sa fonction de déviation du flux sanguin 
hors des poumons à partir de E12.5 (Iida et al., 1997). Chez l’hoŵŵe, Đ’est à paƌtiƌ de la ϴème semaine 
de gestation que ce stade de développement est atteint (Schneider, 2012). Les cellules composant la 
paroi du DA sont dans leur immense majorité des cellules de muscle lisse issues de la crête neurale, 
et plus précisément des cellules de la crête neural vagale (Vagal Neural Crest Cell).  
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Figure 35 Le remodelage des artères des arches  aortiques. 
L’aƌtğƌe de la ϲğŵe aƌĐhe aoƌtiƋue gauĐhe peƌsiste au Đouƌs du dĠveloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe et pƌeŶds le ŶoŶ 
de DA, à EϭϮ.ϱ, loƌsƋu’elle peƌŵet de dĠvieƌ le fluǆ saŶguiŶ hoƌs des pouŵoŶs. La ϱğŵe aƌĐhe aoƌtiƋue Ŷe se 
développe pas chez les vertébrés supérieurs. Les temps indiqués correspondent au modèle murin. La 
description du remodelage est valable chez les autres mammifères. Schéma adapté de (Iida et al., 1997). 
 
Chez le fœtus à teƌŵe, le Đœuƌ dƌoit ĠjeĐte daŶs l’aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe les Ϯ/ϯ du fluǆ saŶguiŶ, 
le deƌŶieƌ tieƌs ĠtaŶt diƌeĐteŵeŶt dĠviĠ daŶs l’oƌeillette gauĐhe via le foƌaŵeŶ ovale, uŶ shuŶt 
cardiaque situé entre les deux oreillettes. Ce second shunt se ferme également après la naissance. 
Seul ϭϬ% du fluǆ eŵpƌuŶtaŶt l’aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe va passeƌ paƌ les pouŵoŶs ŶoŶ -fonctionnels, la 
majorité du flux, soit 60%, empruntera donc le DA (Heymann and Rudolph, 1975). Dans la circulation 
fœtale, le fluǆ saŶguiŶ daŶs le DA s’effeĐtue daŶs le seŶs dƌoite gauĐhe. CeĐi est ĐausĠ, d’uŶe paƌt paƌ 
la pƌessioŶ aƌtĠƌielle iŵpoƌtaŶte daŶs l’aƌtğƌe pulŵoŶaiƌe ;liĠ e à la contraction des artérioles 
pulŵoŶaiƌesͿ, et d’autƌe paƌt paƌ la faiďle pƌessioŶ aƌtĠƌielle Ƌui ƌğgŶe daŶs la ĐiƌĐulatioŶ sǇstĠŵiƋue, 
ϱϬ% du fluǆ de l’aoƌte desĐeŶdaŶte étant déviés dans la circulation ombilico-placentaire à faible 
ƌĠsistaŶĐe. Apƌğs la ŶaissaŶĐe, Đe gƌadieŶt de pƌessioŶ s’iŶveƌse et le fluǆ daŶs le DA ĐhaŶge de seŶs 
eŶ ƋuelƋues ŵiŶutes Đhez l’hoŵŵe (Drayton and Skidmore, 1987).  
 
Données phylogénétiques 
Le DA Ŷ’est pas uŶe spĠĐifiĐitĠ des ŵaŵŵifğƌes, et Đ’est au ĐoŶtƌaiƌe uŶe stƌuĐtuƌe 
aŶatoŵiƋue tƌğs ĐoŶseƌvĠe paƌŵi les veƌtĠďƌĠs aĠƌieŶs, Đ’est-à-dire ceux possédant des poumons. 
Du poiŶt de vue de l’ĠvolutioŶ, le passage de la vie aƋuatiƋue à la vie teƌƌestƌe s’est aĐĐoŵpagŶĠ de 
Ŷoŵďƌeuses adaptatioŶs, doŶt le dĠveloppeŵeŶt d’uŶ Ŷouvel oƌgaŶe  : les poumons. Ce système 
respiratoire original a nécessité des adaptations du système circulatoire sanguin parmi lesquelles le 
DA. Sa fermeture permet la séparation des circulations systémiques et pulmonaires et ainsi la 
respiration aérienne. 
L’eǆeŵple le plus fƌappaŶt est Đelui des dipŶeustes ;Osteichtyes, Sarcopterygii, Dipnoi) qui 
sont les plus primitifs des vertébrés à arborer des poumons et un DA. Cependant, ils possèdent 
ĠgaleŵeŶt des ďƌaŶĐhies et soŶt Đapaďles de vivƌe touƌ à touƌ sous l’eau et suƌ teƌƌe. EŶ foŶĐtioŶ du 
type de respiration, aérienne par les poumons ou aquatique par les branchies, leur DA va 
alternativeŵeŶt se feƌŵeƌ et s’ouvƌiƌ. Mais pouƌ tous les autƌes veƌtĠďƌĠs teƌƌestƌes, la feƌŵetuƌe du 
DA est dĠfiŶitive au ŵoŵeŶt de l’ĠtaďlisseŵeŶt de la ƌespiƌatioŶ aĠƌieŶŶe. Chez les aŵphiďieŶs, les 
stades larvaires se développent dans un environnement aquatique et utilisent des branchies. Après la 
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métamorphose, leur DA se ferme et ils peuvent alors utiliser leurs poumons. Chez les reptiles et les 
oiseauǆ, le DA se feƌŵe au ŵoŵeŶt de l’ĠĐlosioŶ et Đhez les ŵaŵŵifğƌes, au ŵoŵeŶt de la ŵise -bas 
(Bergwerff et al., 1999).  
D’uŶ poiŶt de vue phǇlogĠŶĠtiƋue, la ŵise eŶ plaĐe du DA a peƌŵis  le passage de la vie 
aƋuatiƋue à la vie teƌƌestƌe. C’est uŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue ƌetƌouvĠe au Ŷiveau oŶtogĠŶĠtiƋue Đhez les 
mammifères puisque la fermeture du DA est nécessaire à la transition entre vie intra-utérine 
aquatique et la vie postnatale aérienne.  
 
II. Données cliniques humaines  
L’aďseŶĐe de feƌŵetuƌe du DA au ŵoŵeŶt de la ŶaissaŶĐe ĐoŶstitue uŶe pathologie ŶoŵŵĠe 
PDA pour Persistent ou Patent DuĐtus Aƌteƌiosus. C’est uŶe ĐoŵpliĐatioŶ ŵajeuƌe de la pƌĠŵatuƌitĠ, 
le tauǆ de feƌŵetuƌe du DA ĠtaŶt iŶveƌseŵeŶt pƌopoƌtioŶŶel à l’âge gestatioŶŶel et au poids à la 
naissance. A chaque semaine de gestation supplémentaire, le risque de PDA décroît de 9% (Hajj and 
Dagle, 2012). Paƌŵi les eŶfaŶts ŶĠs à teƌŵe, l’iŶĐideŶĐe du PDA est de l’oƌdƌe de Ϭ,Ϯ%, Đe qui 
représente 5 à 10% des pathologies cardiaques congénitales (Schneider, 2012). Alors que chez les 
pƌĠŵatuƌĠs la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA est liĠe à uŶe iŵŵatuƌité développementale, chez les nouveau-nés 
à terme, cette pathologie est davantage causée par des anomalies génétiques. Elles peuvent être le 
ƌĠsultat de sǇŶdƌoŵes gĠŶĠtiƋues Đoŵpleǆes, ou ġtƌe le fait de ŵutatioŶs d’uŶ seul gğŶe. Cette 
partie sur les causes gĠŶĠtiƋues des PDA Đhez l’hoŵŵe seƌa dĠveloppĠe plus loiŶ. EŶ plus des Đauses 
gĠŶĠtiƋues et de l’iŵŵatuƌitĠ stƌuĐtuƌale, des faĐteuƌs iŶfeĐtieuǆ peuveŶt ġtƌe iŵpliƋuĠs daŶs la 
survenue d’uŶ PDA. La contraction de la rubéole en début de grossesse entraîne des malformations 
iŵpoƌtaŶtes Đhez le fœtus, doŶt la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA daŶs Ϯϱ% des cas (Gittenberger-de Groot et 
al., 1980). 
 
Conséquence de la présence d’un PDA 
Le maintien du shunt ouvert après la naissance entraîne une inversion du flux sanguin dans le 
DA. On parle alors de shunt gauche-droit. Les conséquences sont une surcharge de sang dans les 
pouŵoŶs et uŶ tƌavail aĐĐƌu du Đœuƌ gauĐhe. Le tƌavail veŶtilatoiƌe va ĠgaleŵeŶt augŵeŶteƌ du fait 
d’uŶe ŵoiŶdƌe ĐoŵpliaŶĐe pulŵoŶaiƌe. Les pathologies assoĐiĠes soŶt  principalement les 
hémorragies intra-ventriculaires et les dysplasies broncho-pulŵoŶaiƌes Ƌui soŶt liĠes à l’hǇpeƌteŶsioŶ 
aƌtĠƌielle pulŵoŶaiƌe. Des œdğŵes pulŵoŶaiƌes peuveŶt ĠgaleŵeŶt suƌveŶiƌ. Les eŶtĠƌoĐolites 
nécrosantes sont souvent associées, sans pour autant résulter directement des anomalies 
ĐiƌĐulatoiƌes. Toutefois, l’iŵpaĐt du PDA dĠpeŶdƌa laƌgeŵeŶt de l’iŵpoƌtaŶĐe du shuŶt, Ƌui lui -même 
dépend du diamètre du DA et du gradient de pression entre les circulations systémiques et 
pulmonaires (Schneider, 2012). Les enfants présentant un large shunt vont développer une 
insuffisance cardiaque dans les 8 à 10 semaines suivant la naissance. Par contre, les patients avec un 
shuŶt ŵodĠƌĠ ĐoŵpeŶseŶt ƌelativeŵeŶt ďieŶ Đe dĠfaut au Đouƌs de l’eŶfaŶĐe et de l’adolesĐeŶĐe. 
L’iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue suƌvieŶt aloƌs souveŶt apƌğs ϯϬ aŶs  (Gournay, 2011).   
 
Diagnostique du PDA   
Les ŵaŶifestatioŶs ĐliŶiƋues d’uŶ PDA ĐoƌƌespoŶdeŶt souveŶt auǆ sǇŵptôŵes assoĐiĠs à 
l’iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue, à savoiƌ uŶ ƌetaƌd de ĐƌoissaŶĐe liĠ à des diffiĐultĠs à se Ŷouƌƌiƌ, la 
tachypnée (augmentation de la fréquence respiratoire) et la diaphorèse (augmentation de la 
sudatioŶͿ. Au Đouƌs de l’eŶfaŶĐe et de l’adolesĐeŶĐe, le PDA peut ġtƌe diagŶostiƋuĠ à la suite de 
l’ĠvaluatioŶ d’uŶ ŵuƌŵuƌe ĐaƌdiaƋue asǇŵptoŵatiƋue. L’ĠĐhoĐaƌdiogƌaŵŵe peƌŵet de Đonfirmer le 
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diagŶostiĐ et d’Ġvalueƌ l’iŵpaĐt du PDA gƌâĐe à la ŵesuƌe de la taille de l’oƌeillette et du veŶtƌiĐule 
gauches. Le Doppler permet de détecter des tout petits shunts (Gournay, 2011). 
 
Traitement du PDA  
L’effet dilatateuƌ des pƌostaglaŶdiŶes suƌ le DA a ĠtĠ dĠĐouveƌt eŶ ϭϵϳϯ. Dğs ϭϵϳϰ l’effet 
vasoĐoŶstƌiĐteuƌ de l’iŶdoŵĠtaĐiŶe, uŶ iŶhiďiteuƌ de la sǇŶthğse des pƌostaglaŶdiŶes suƌ la DA, a ĠtĠ 
décrit chez le rat (Sharpe et al., 1974), puis chez le mouton (Coceani et al., 1975). Et depuis la 
réalisation de 2 essais cliniques en 1976 (Stoller et al., 2012), le traitement du PDA repose sur 
l’adŵiŶistƌatioŶ d’iŶdoŵĠtaĐiŶe ou d’iďupƌofğŶe Ƌui soŶt des AŶti -Inflammatoires Non Stéroïdien 
;AINSͿ, iŶhiďiteuƌs de la sǇŶthğse des pƌostaglaŶdiŶes. L’oďjeĐtif du traitement consiste à  réduire les 
tauǆ ĐiƌĐulaŶts de pƌostaglaŶdiŶes vasodilatatƌiĐes. Le tƌaiteŵeŶt paƌ l’iŶdoŵĠtaĐiŶe a ĠtĠ 
histoƌiƋueŵeŶt le pƌeŵieƌ à ġtƌe utilisĠ, ŵais il est aĐtuelleŵeŶt ƌeŵplaĐĠ paƌ l’iďupƌofğŶe Ƌui 
pƌĠseŶte ŵoiŶs d’effets iŶdĠsirables tout en ayant des taux de succès équivalents (Van Overmeire et 
al., 2000) (Thomas et al., 2005). MalgƌĠ des tauǆ de feƌŵetuƌe de ϳϬ à ϴϬ% apƌğs l’adŵiŶistƌatioŶ 
d’AINS, la stƌatĠgie de tƌaiteŵeŶt deŵeuƌe iŵpaƌfaite et disĐutĠe, ŶotaŵŵeŶt Đhez les gƌaŶds 
prématurés. Chez les enfants nés à terme, la fermeture peut être plus difficile à obtenir, et le taux de 
succès est dans ce cas seulement de 30% (Gersony et al., 1983). En absence de réponse au 
tƌaiteŵeŶt paƌ les AINS, la ligatuƌe ĐhiƌuƌgiĐale est pƌoposĠe. Des sǇstğŵes d’oĐĐlusioŶ iŵplaŶtĠs paƌ 
cathétérisme se développent également : ce sont par exemple les systèmes Nit-Occlud coil et 
Amplatzer duct occcluder.  
 
Nécessité postnatale de maintien du shunt 
Au contraire de ce qui a été présenté jusque ici, certaines pathologies cardiaques 
congénitales graves requièrent le maintien du DA ouvert après la naissance. La survie du nouveau-né 
eŶ dĠpeŶd. Cette ŶĠĐessitĠ se ƌeŶĐoŶtƌe daŶs les Đas d’atƌĠsie pulŵoŶaiƌe, de ŵalfoƌŵatioŶ de la 
crosse aortique et dans les cas de transposition des gros vaisseaux  (Gersony, 1986). Dans ce cas, la 
stratégie consiste à administrer des agonistes des prostaglandines.  
 
Le ĐoŶtƌôle de l’Ġtat de feƌŵetuƌe et d’ouveƌtuƌe du DA est doŶĐ uŶ eŶjeu iŵpoƌtaŶt de la 
médecine néonatale humaine. La connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la 
physiologie du DA est nécessaire et elle avance principalement grâce à des modèles animaux.  Ces 
mécanismes seront décrits dans les paragraphes suivants.  
 
III. Maintenance de l’ouverture in utero. 
Le DA possğde uŶ toŶus iŶtƌiŶsğƋue, et Đ’est doŶĐ paƌ des ŵĠĐaŶisŵes vasodilatateuƌs aĐtifs 
Ƌu’il est ŵaiŶteŶu ouveƌt.  
 
a. Les prostaglandines 
Les prostaglandines de la série E 
Le plus important système vasodilatateur du DA est celui des prostaglandines PGE1 
(Prostaglandine E1) et PGE2, qui montrent toutes deux globalement la même efficacité (Coceani and 
Olley, 1973). Leuƌ aĐtioŶ s’effeĐtue paƌ les ƌĠĐepteuƌs EP, des ƌĠĐepteuƌs à ϳ doŵaiŶes 
transmembranaires, dont il existe 4 sous-types (EP 1 à 4) (Figure 36). C’est le ƌĠĐepteuƌ EPϰ Ƌui est 
reconnu comme étant celui permettant la vasodilatation du DA (Smith et al., 1994). Les effets sont 
oďteŶus dğs des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de l’oƌdƌe du piĐoŵolaiƌe et soŶt ŵĠdiĠs paƌ l’augmentation 
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intracellulaiƌe d’AMPc (AMP cyclique). Le taux de PGE2 augmente au cours de la gestation pour 
atteiŶdƌe ϭ à Ϯ ŶM à teƌŵe Đhez le fœtus de ŵoutoŶ (Clyman et al., 1980). La source majeure de 
cette molécule est le placenta et son site principal de dégradation est pulmonaire avec une 
production importante de la PGDH (Prostaglandine déshydrogénase) dans cet organe. 
 
 
Figure 36 MĠtaďolites de l’aĐide aƌaĐhidoŶiƋue ;AAͿ. 
L’AA ĐoŶteŶu daŶs les ŵeŵďƌaŶes plasŵi ques sous forme de triglycérides est l ibéré par des  phospholipases. 
L’AA liďƌe devieŶt le suďstƌat d’eŶzǇŵes à aĐtivitĠ ĐǇĐlo-oxygénase (COX) ou lipoxygénase  (LOX). Dans le 
premier cas, le produit sera la prostaglandine H2 (PGH2) dont les métabolites constituent le groupe des 
prostanoides. Dans le second cas, les LOX produisent des dérivés des HPETE 
(HydroxyPeroxyEicosaTétraEnoïque) dont les leucotriènes. Les récepteurs des prostanoides sont typiquement 
nommés par 2 lettes: la 1
ère
 pour le nom de la série en question et la 2
nde
 le P de Prostanoide. Schéma adapté 
de (Calder, 2005). 
 
Les prostacyclines : PGI2 
L’effet de PGIϮ suƌ la vasodilatatioŶ du DA est ďieŶ ŵoiŶs iŵpoƌtaŶt Ƌue Đelui de PGEϮ, de 
l’oƌdƌe de ϭϬϬϬ fois, ŵais le DA possğde ŶĠaŶŵoiŶs des ƌĠĐepteuƌs IP  (Smith, 1998). Cependant, les 
PG auxquelles est  exposé le DA peuvent être produites localement ou être  circulantes. Pour ce qui 
est de la production locale, PGIϮ est le pƌiŶĐipal pƌoduit de l’aĐide aƌaĐhidoŶiƋue ;ϵϬ% des PGͿ et 
PGE2, PGF2a, PGD2 sont produits en faibles quantités (Figure 36). (Étude  chez les ovins et les bovins, 
(Terragno et al., 1977)Ϳ. Cette pƌoduĐtioŶ loĐale est doŶĐ eŶ faveuƌ d’uŶ ƌôle de PGIϮ suƌ la 
physiologie ductale.  
 
b. Le monoxyde d’azote (NO) et le monoxyde de carbone (CO) 
Le NO est un acteur accessoire de la dilatation du DA in utero car il est incapable de 
ĐoŵpeŶseƌ l’aďseŶĐe des PG. Cependant les donneurs de NO (Sodium NitroPrusside et Glyceryl 
trinitrate) ont un effet dilatateur sur le DA, tandis que les inhibiteurs de la NO synthase sont 
contractants du DA (Smith, 1998). De plus, les effets vasodilatateurs du NO sur le DA diminuent avec 
l’avaŶĐĠe de la gestatioŶ ;Etude réalisée chez le poulet, (Agren et al., 2008)). 
Le DA contient des enzymes capables de produire du CO : les hèmes oxygénase-1 et -2 dans 
les CE et les VSMC. Ce CO induirait la vasodilatation du DA soit par production de GMPc (GMP 
cyclique), soit paƌ ses effets suƌ les ĐaŶauǆ potassiuŵ. L’iŶhiďitioŶ de l’hğŵe oǆǇgĠŶase est Đapaďle 
de contracter le DA in vitro (Coceani et al., 1997). Mais à l’iŶstaƌ du NO, le CO est uŶ aĐteuƌ ŵiŶeuƌ 




IV. Mécanisme de fermeture 
Deux phases sont classiquement décrites. La première, provisoire, est appelée fermeture 
fonctionnelle, elle correspond globalement à la vasoconstriction du DA. La seconde est définitive, 
Đ’est la feƌŵetuƌe aŶatoŵiƋue Ƌui ĐoïŶĐide aveĐ le ƌeŵodelage de l’aŶĐieŶ vaisseau eŶ uŶ ligaŵeŶt, 
le ligamentum arteriosum. Dans la suite de cette introduction, le terme de fermeture fonctionnelle 
ĐoƌƌespoŶdƌa à l’Ġtape de vasoĐoŶstƌiĐtioŶ et Đelui de feƌŵetuƌe aŶatoŵiƋue ĐoŵpƌeŶdƌa l’eŶseŵďle 
des ƌeŵodelages Đellulaiƌes, Ƌu’ils aieŶt lieu avaŶt ou apƌğs l’Ġtape de vasoĐoŶstƌiĐtioŶ.  
 
1. La fermeture fonctionnelle : 
La ĐoŶtƌaĐtioŶ du DA à la ŶaissaŶĐe est la ƌĠsultaŶte d’uŶe diminution des taux de molécules 
vasodilatatƌiĐes et d’uŶe augŵeŶtatioŶ de la pƌessioŶ paƌtielle eŶ oǆǇgğŶe ;PO 2). Ces 2 grands 
sǇstğŵes agisseŶt eŶ sǇŶeƌgie pouƌ pƌoŵouvoiƌ la feƌŵetuƌe du DA. D’autƌes ŵolĠĐules 
vasoconstrictrices participent également à la fermeture fonctionnelle, sans pour autant en être des 
acteurs majeurs.  
 
a. La chute des taux de PG à la naissance 
Les taux de PGE2 ĐhuteŶt de l’oƌdƌe de ϮϬ fois daŶs les heuƌes suivaŶt la ŶaissaŶĐe (Clyman et 
al., 1980). Cette diminution résulte de la disparition de leur source principale, le placenta, et de 
l’augŵeŶtatioŶ du dĠďit saŶguiŶ pulŵoŶaiƌe, le lieu ŵajeuƌ du Đataďolisŵe des PG, paƌ la 
prostaglandine déshǇdƌogĠŶase ;PGDHͿ. L’iŶveƌsioŶ du sens du flux dans le DA au moment de la 
naissance, qui cause une augmentation du débit pulmonaire ,  peƌŵet d’augŵeŶteƌ le volume 
sanguin subissant ce catabolisme.  
PaƌadoǆaleŵeŶt, l’augŵeŶtatioŶ de PO2 entraine une augmentation locale de la production 
de PGE2 par le DA (Clyman et al., 1980) (Coceani et al., 1986). De façon concordante, Il a aussi été 
observé une augmentation de COX2 dans le DA dans les heures suivant la naissance au niveau 
protéique (Trivedi et al., 2006). Cette ĐoŶtƌadiĐtioŶ est eǆpliĐaďle de Ϯ façoŶs. D’uŶe paƌt, la PGE2 
peut agir sur son récepteur EP3, ce qui provoque une vasoconstriction (Smith and McGrath, 1995). 
L’eǆpƌessioŶ de EPϯ augŵeŶteƌait et Đelle de EPϰ diŵiŶueƌait Đhez les lapiŶs à teƌŵe  (Fan et al., 
2010). D’autƌe paƌt, l’augŵeŶtatioŶ de la PO2 est concomitante à une inhibition de PGI2 synthase, ce 
qui peut conduire à une accumulation de PGH2 (Figure 36). Or, cet intermédiaire est une molécule 
vasoconstrictrice, car elle est un agoniste endogène des récepteurs TP (récepteurs du thromboxane) 
(Yokota et al., 2012). 
 
b. L’augmentation de la pression partielle en oxygène (PO2) 
La PO2 au Đouƌs de la vie fœtale est de l’oƌdƌe de ϭϴ à Ϯϴ ŵŵHg (Heymann and Rudolph, 
1975) ĐoŶtƌe ϴϬ à ϭϬϬ ŵŵHg Đhez l’adulte. Aloƌs Ƌue les effets vasoĐoŶstƌiĐteuƌs de l’augŵeŶtatioŶ 
de la PO2 sur le DA sont connus depuis les années 1950, les mécanismes moléculaires sous-jacents ne 
foŶt toujouƌs pas l’oďjet d’uŶ ĐoŶseŶsus.  
 
Deuǆ ŵodğles pouƌ eǆpliƋueƌ la dĠteĐtioŶ de l’OϮ.  
Statut Redox :  
Dans ce modèle, les canaux potassium redox-dépendants sont inhibés par des dérivés 
oxygénés (anion superoxyde, peroxyde d’hǇdƌogğŶeͿ pƌoduits paƌ la Đhaîne de transport des 
électrons de la mitochondrie. IŶ vivo, il seŵďle aĐƋuis Ƌue l’iŶhiďitioŶ de ĐoŵposaŶts de la chaîne de 
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transport des électrons affecte le tonus du DA. Les controverses existent cependant sur la nature 
exacte du signal, sur ses cibles et sur le timing de la réponse (Stoller et al., 2012). Il apparaît que la 
pƌoduĐtioŶ de dĠƌivĠs oǆǇgĠŶĠs est dĠpeŶdaŶte d’uŶ pƌoĐessus de fissioŶ ŵitoĐhoŶdƌ iale. La 
fƌagŵeŶtatioŶ des ŵitoĐhoŶdƌies est ŶĠĐessaiƌe à l’augŵeŶtatioŶ du ŵĠtaďolisŵe oǆǇdatif daŶs les 
SMC du DA et ŶĠĐessite l’aĐtivatioŶ de DRP1 (dynamin related protéin 1), une protéine GTPase clef 
du processus de fission (Hong et al., 2013). La dépolarisation de la VSMC est également liée à 
l’iŶhiďitioŶ des ĐaŶauǆ potassiuŵ voltage-dépendants (« delayed rectifier potassium chanels ») et 
ATP-dépendants du DA. Cette dépolarisation entraîŶe l’ouveƌtuƌe des ĐaŶauǆ ĐalĐiuŵ voltage-
dĠpeŶdaŶts, l’eŶtƌĠe du ĐalĐiuŵ et la ĐoŶtƌaĐtioŶ.  
 
Cytochrome P450 :  
CoĐeaŶi et ses Đollğgues oŶt laƌgeŵeŶt ĠtudiĠ la dĠteĐtioŶ de l’O2 par des membres de la 
famille des cytochromes P450. Ils proposent Ƌue les ŵĠtaďolites de l’AA, pƌoduits paƌ les aĐtivitĠs 
lipoxygénase et monooxygénase des cytochromes P450 (Figure 36), ĐoŶstitueŶt l’Ġtape iŶitiale de 
dĠteĐtioŶ de l’O2. Elle serait suivie par une augmentation de la pƌoduĐtioŶ paƌ les CE d’eŶdotheliŶe -1 
(ET-1), un puissant vasoconstricteur, qui agirait ensuite sur les VSMC via le récepteur ETA  (Stoller et 
al., 2012).  
 
La ŵatuƌatioŶ du sǇstğŵe de dĠteĐtioŶ de l’O2 daŶs le DA s’effeĐtue eŶ fiŶ de gestatioŶ. La 
ŵatuƌatioŶ de Đe sǇstğŵe peut ġtƌe aĐĐĠlĠƌĠe paƌ l’adŵiŶistƌation maternelle de Vitamine A (Wu et 
al., 2001). 
 
L’augŵeŶtatioŶ de ĐalĐiuŵ iŶtƌaĐellulaiƌe. 
Le ĐalĐiuŵ eǆtƌaĐellulaiƌe est le pƌiŶĐipal ĐoŶtƌiďuteuƌ à l’augŵeŶtatioŶ de ĐalĐiuŵ 
intracellulaire. Les canaux calcium de type L font consensus pour leuƌ iŵpliĐatioŶ daŶs l’eŶtƌĠe de 
calcium. Récemment, la participation des canaux de type T à ce processus a également été 
démontrée (Stoller et al., 2012).  
Les réserves de calcium intracellulaire peuvent aussi être mobilisées, notamment à la suite 
de la pƌoduĐtioŶ d’ET-1. Elle va agir sur les récepteur ETA des VSMC, ce qui va mobiliser la voie IP3 et 
in fine la libération de calcium par le réticulum sarcoplasmique (Figure 37) (Yokoyama et al., 2010a).  
 
La sensibilisation au Calcium. 
Le système Rho kinase est impliqué dans la sensibilisation au calcium. Il intervient pour 
ƌĠguleƌ l’ĠƋuiliďƌe eŶtƌe la MLCK ;MǇosiŶ Light ChaiŶ KiŶaseͿ et la MLCP ;MǇosiŶe Light ChaiŶ 
PhosphataseͿ. C’est uŶ sǇstğŵe iŶdĠpeŶdaŶt des ĐaŶauǆ CalĐiuŵ et Potassiuŵ Ƌui iŶitie la 
ĐoŶtƌaĐtioŶ eŶ iŶhiďaŶt la MLCP. DaŶs les aƌtğƌes pulŵoŶaiƌes, l’hǇpoǆie iŶduit la foƌŵe aĐtive de 
RhoA, qui à son tour active ROCK qui va inhiber la MLCP et par conséquent prolonger la contraction. 
Au ĐoŶtƌaiƌe, daŶs le DA, la vasoĐoŶstƌiĐtioŶ s’effeĐtue suite à l’aĐtivatioŶ de ‘hoB et de ‘OCK -1 




Figure 37 La dĠteĐtioŶ de l’OϮ et la seŶsiďilisatioŶ au ĐalĐiuŵ des VSMC du DA 
Schéma adapté de (Kajimoto et al., 2007). 
 
c. Autres mécanismes  
Les prostaglandines sont impliquées dans la vasoconstriction du DA. En effet, les récepteurs 
TP et EP3 sont exprimés dans le DA, et en présence d’agoŶistes de Đes récepteurs, le DA se contracte. 
Les Đellules de l’adveŶtiĐe soŶt Đapaďles de pƌoduiƌe des suďstaŶĐes vasoĐoŶstƌiĐtƌiĐes, Đoŵŵe 
l’histaŵiŶe (Smith, 1998).   
L’aŶgioteŶsiŶe II pouƌƌait ġtƌe iŵpliƋuĠe daŶs la feƌŵetuƌe du DA. EŶ effet, l’iŶhiďitioŶ de 
l’ACE ;AgioteŶsiŶ CoŶveƌtiŶg EŶzǇŵeͿ paƌ l’EŶalapƌil est ƌespoŶsaďle d’uŶ dĠlai daŶs la feƌŵetuƌe du 
DA et de sa ƌĠouveƌtuƌe loƌsƋu’il est adŵiŶistƌĠ  3h après la naissance (Takizawa et al., 1994). 
CepeŶdaŶt les effets de Đette eŶzǇŵe Ŷ’oŶt pas ĠtĠ ĠtudiĠs eŶ post -natal. Le DA se contracte 
également en répoŶse à la ďƌadǇkiŶiŶe et l’adƌĠŶaliŶe via des ƌĠĐepteuƌs α -adrénergiques (Smith, 
1998).  
Une composante neurale est aussi impliquée dans la fermeture fonctionne lle. Le DA est 
innervé par des fibres nerveuses contenant des catécholamines. Le DA se contracte en réponse à la 
noradrénaline. Le DA est aussi iŶŶeƌvĠ paƌ des fiďƌes ĐoŶteŶaŶt de l’aĐĠtǇlĐholiŶe et il se ĐoŶtƌaĐte 
en réponse à cette substance (Smith, 1998).  
 
d. Présence de VSMC contractiles dans le DA :  
Le prérequis indispensable à la fermeture du DA à la naissance est la présence dans ce 
vaisseau de VSMC contractiles. Cet aspect est souligné par la présence de PDA dans des modèles 
murins présentant une défaillance dans la synthèse de protéines contractiles des VSMC . Il sera 
discuté en détails dans le paragraphe consacré aux modèles murins de PDA.  
 
e. L’implication des plaquettes 
Le groupe du Dr. Massberg a ŵis eŶ ĠvideŶĐe eŶ ϮϬϭϬ l’iŵpliĐatioŶ des plaƋuettes daŶs la 
feƌŵetuƌe foŶĐtioŶŶelle du DA. Des ŵodğles ŵuƌiŶs de dĠfaut d’agƌĠgatioŶ plaƋuettaiƌe pƌĠseŶteŶt 
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en effet des PDA (Echtler et al., 2010). MalgƌĠ des ŵodğles ŵuƌiŶs ĐoŶvaiŶĐaŶts, l’iŵpliĐatioŶ des 
plaquettes dans la fermeture du DA reste très discutée, ŶotaŵŵeŶt Đhez l’huŵaiŶ. 
 Les auteurs suggèrent que les plaquettes pourraient intervenir à 2 niveaux. Le premier serait 
Đelui de la siŵple oďstƌuĐtioŶ ŵĠĐaŶiƋue aveĐ la foƌŵatioŶ du thƌoŵďus. A l’appui de Đette 
hypothèse, ils montrent par microscopie intravitale le recrutement des plaquettes dans le DA en 
train de se feƌŵeƌ. Le seĐoŶd Ŷiveau seƌait Đelui d’uŶe iŵpliĐatioŶ des plaƋuettes daŶs le ƌeŵodelage 
de la paroi puisque les plaquettes favorisent la migration et la prolifération des vaisseaux lésés. Cet 
aspect sera discuté dans le paragraphe suivant consacré à la fermeture anatomique du DA et aux 
remodelages cellulaires qui lui sont associés. 
 
 
2. La fermeture anatomique  
D’uŶe aƌtğƌe ĐoŶvoǇaŶt ϲϬ% du fluǆ saŶguiŶ total peŶdaŶt la vie fœtale, le DA va deveŶiƌ  
une structure close de manière permanente, le ligamentum arteriosum. Les remodelages vont donc 
être importants. Le terme de fermeture anatomique regroupe ces processus de remodelage qui se 
déroulent avant et après la naissance. 
 
La description des remodelages anténataux  peut être différente en fonction des espèces, 
notamment en fonction de leur taille (Bergwerff et al., 1999). De ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, l’Ġtape 
iŵpoƌtaŶte est la foƌŵatioŶ d’uŶ ĐoussiŶ iŶtiŵal ;« intimal cushion ») caractérisé par (1) 
l’ĠpaississeŵeŶt de la ƌĠgioŶ sous-endothéliale (SE) par dépôt de matrice extracellulaire, (2) le 
désassemblage de la lame élastique interne (IEL) et la perte des fibres élastiques dans la media et (3) 
la migration dans la région SE de VSMC en provenance de la media. Les remodelages 
postnataux mènent à la transformation en ligament, notamment par de la fibrose  (Yokoyama et al., 
2010a).  
 
a. Epaississement de la région sous-endothéliale  
Cet épaississement est décrit comme étant indispensable à la fermeture fonctionnelle. 
Cependant, il est variable en importance en fonction des espèces. Chez les mammifères tels que 
l’hoŵŵe, le mouton ou le ĐhieŶ, l’ĠpaississeŵeŶt est tƌğs iŵpoƌtaŶt et ĐoŵŵeŶĐe tôt daŶs la 
période de gestation. Au contraire, chez les petits animaux, il peut être beaucoup moins évident à 
tƌouveƌ. Chez la souƌis, l’Ġtude histologiƋue du DA ne décrit pas cet épaississement (Tada and 
Kishimoto, 1990). Il faut Ŷoteƌ Ƌue l’ĠpaississeŵeŶt de l’iŶtiŵa est souveŶt peu pƌĠseŶt Đhez les 
patients présentant un PDA et dans les modèles animaux de cette pathologie (Gittenberger-de Groot 
et al., 1980) (Gittenberger-de Groot et al., 1985). Cela souligne l’iŵpoƌtaŶĐe de Đe pƌoĐessus daŶs la 
physiologie de fermeture du DA. 
 
Comme décrit plus haut, PGE2 est un puissant vasodilatateur  par son action sur le récepteur 
EPϰ. La liaisoŶ eŶtƌaiŶe l’augŵeŶtatioŶ ĐǇtoplasŵiƋue de ĐAMP, Đe Ƌui iŶhiďe eŶ aval la MLCK  et in 
fine conduit à la relaxation du DA (Figure 38). Mais de manière paradoxale, les souris Ep4-KO 
présentent un PDA et meurent rapidement après la naissance  (Nguyen et al., 1997) (Segi et al., 
1998). C’est ĠgaleŵeŶt le Đas des souƌis Cox2-KO (Loftin et al., 2001) (Loftin et al., 2002). Ce paradoxe 
a ĠtĠ ƌĠsolu eŶ ϮϬϬϲ paƌ le gƌoupe d’Ishikaǁa (Yokoyama et al., 2006). Les auteurs montrent que la 
signalisation PGE2-EP4 possède un autre rôle que celui de vasodilater. Cette signalisation conduit à 
une augmentatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de l’A‘Nŵ de la Has2 (hyaluronic acid synthase 2) et à une 
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augmentation du dépôt d’aĐide hǇaluƌoŶiƋue ;HAͿ daŶs le DA. L’aĐĐuŵulatioŶ de HA daŶs la région 
sous-endothéliale constitue un signal pour la migration des VSMC dans cet espace, ce qui participe à 
l’épaississement sous-endothélial (Figure 38).  La signalisation PGE2-EP4 possède donc 2 rôles 
esseŶtiels daŶs la phǇsiologie du DA, à savoiƌ, la vasodilatatioŶ et l’ĠpaississeŵeŶt.   
 
 
Figure 38 Les 2 rôles de PGE2  dans la physiologie du DA: Vasodilatation et Epaississement  
Schéma adapté de (Yokoyama et al., 2006). 
 
Le gƌoupe d’Ishikaǁa a également exploré plus en détail la voie de signalisation PGE2-EP4-AC-
cAMP-PKA (Adénylate Cyclase - AMP cyclique – Protéine Kinase A). Ils ont notamment cherché à 
savoiƌ Ƌuelle isofoƌŵe d’AC, paƌŵi les ϵ dĠĐƌites, Ġtait iŵpliƋuĠe daŶs Đette ĐasĐade. Il  ressort de leur 
Ġtude Ƌue l’ACϲ et l’ACϮ soŶt davaŶtage eǆpƌiŵĠes daŶs le DA Ƌue daŶs l’aoƌte. L’ACϲ est 
iŶdispeŶsaďle à l’IT ĐausĠ paƌ l’augŵeŶtatioŶ de pƌoduĐtioŶ de HA iŶduit paƌ PGE2 (Yokoyama et al., 
2010b). Ce groupe a également étudié la voie de signalisation PGE2-EP4-AC-cAMP-EPAC. L’EPAC est 
uŶe pƌotĠiŶe aĐtivĠe paƌ l’ĐAMP, Đ’est uŶe «  guanine nucleotide exchange protein » qui régule 
l’aĐtivitĠ des petites protéines G, dont il existe 2 isoformes. Elles sont toutes les 2 surexprimées 
pendant la période périnatale, mais seule EPAC1 est iŵpliƋuĠe daŶs l’IT eŶ favoƌisaŶt la ŵigƌatioŶ 
des VSMC, sans pour autant augmenter la production de HA. Plus précisément EPAC1 améliore 
l’oƌgaŶisatioŶ des fiďƌes de stƌess d’aĐtiŶe et augŵeŶte les adhĠsioŶs foĐales des VSMC du DA  
(Yokoyama et al., 2008). En définitive, la production de HA et la migration des VSMC induites par 
PGE2 suiveŶt des voies diffĠƌeŶtes à paƌtiƌ de l’ĐAMP.  
 
Bien que les données suƌ le ƌôle de EPϰ daŶs la pƌoduĐtioŶ d’HA et daŶs la ŵigƌatioŶ des 
VSMC soient convaincantes, des points restent sujets à discussion. Les auteurs décrivent in vivo le 
ƌôle de EPϰ/HASϮ/HA daŶs la foƌŵatioŶ de ĐoussiŶ iŶtiŵal eŶ s’appuǇaŶt notamment sur des 
données murines. Or, il est décrit que les souris  ne forment pas de coussin intimal comme cela est 
décrit pour des espèces plus grandes.  Chez la souris, un épaississement est difficilement discernable 
du ĐhevauĐheŵeŶt des Đellules eŶdothĠliales Ƌui s’opğƌe au ŵoŵeŶt de la vasoĐoŶstƌiĐtioŶ loƌsƋue 
le diamètre du lumen se réduit (Stoller et al., 2012). Par ailleurs, en fin de gestation, la couche de 
cellules endothéliales du DA présente une surface irrégulière, avec des protrusions de CE et des CE 
Ƌui s’aƌƌoŶdisseŶt et se détachent de la membrane basale (Agren et al., 2008). Cette modification de 




Figure 39 EvolutioŶ de l’eŶdothĠliuŵ du DA eŶ fiŶ de dĠveloppeŵeŶt eŵďƌǇoŶŶaiƌe. 
MiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue à ďalaǇage de l’eŶdothĠliuŵ du DA de poulet, ĐôtĠ pulŵoŶaiƌe. OŶ Ŷote Ƌue les EC 
prennent une forme cuboïdale et forment des protrusi oŶs à l’iŶtĠƌieuƌ du luŵeŶ. La duƌĠe d’iŶĐuďatioŶ des 
eŵďƌǇoŶs de poulet est de Ϯϭ jouƌs. Baƌƌe d’ĠĐhelle: ϮϬµŵ. (Agren et al., 2008). 
 
En parallèle de la production de HA, les VSMC du DA produiraient 2 fois plus de fibronectine 
Ƌue l’aoƌte (Rabinovitch, 1996). Cette production de fibronectine semble être un processus 
iŵpoƌtaŶt daŶs l’ĠpaississeŵeŶt de l’iŶtiŵa. EŶ effet, le ďloĐage de la pƌoduĐtioŶ de fiďƌoŶeĐtiŶe 
eŵpġĐhe l’ĠpaississeŵeŶt et est in fine ƌespoŶsaďle d’uŶ PDA Đhez le ŵoutoŶ (Mason et al., 1999). 
Paƌ ailleuƌs, le TGFβ et le NO iŶduiseŶt la pƌoduĐtioŶ de MEC, et eŶ paƌtiĐulieƌ Đelle de HA et de 
fibronectine (Rabinovitch, 1996). 
 
b. Désassemblage de l’IEL et perte des fibres élastique dans la media. 
La fragmentation de la lame élastique interne et la présence de fibres élastiques disparates 
sont décrites pour être des caractéristiques importantes du remodelage du DA. La diminution de 
l’ĠlastogĠŶğse au Đouƌs de la pĠƌiode pĠƌiŶatale ĐoïŶĐide aveĐ l’augŵeŶtatioŶ de la ŵigƌatioŶ et de la 
prolifération des VSMC. Au contraire, en cas de PDA, la lame élastique interne reste intacte et les 
VSMC ŵigƌeŶt faiďleŵeŶt daŶs l’iŶtiŵa (de Reeder et al., 1990) (Slomp et al., 1992) (Hinek et al., 
1991). A titƌe d’eǆeŵple, la souĐhe de ƌat BƌoǁŶ NoƌǁaǇ, Ƌui est touĐhĠe paƌ des tauǆ iŵpoƌtaŶts de 
PDA, pƌĠseŶte uŶe ƋuaŶtitĠ iŵpoƌtaŶte de fiďƌes ĠlastiƋues daŶs l’ intima et trop peu dans la média 
(Bokenkamp et al., 2006). Cette distƌiďutioŶ aŶoƌŵale de l’Ġlastine suggère que des dérégulations du 
ŵĠtaďolisŵe de l’ĠlastiŶe peuveŶt ġtƌe à l’oƌigiŶe de PDA.  
 
c. Migration et prolifération des VSMC 
L’ĠpaississeŵeŶt de la ƌĠgioŶ sous eŶdothĠliale et la fƌagŵeŶtatioŶ de la laŵe ĠlastiƋue 
interne vont créer un environnement favorable à la migration de VSMC. Encore faut-il pour cela que 
ces cellules modifient  leur phénotype et acquièrent des capacités migratoires.  
Les VSMC gardent au cours de leur vie la possibilité de varier de phénotype en fonction de 
différents stimuli. Cette plastiĐitĠ leuƌ peƌŵet de fluĐtueƌ d’uŶ phĠŶotǇpe ĐoŶtƌaĐtile à uŶ phĠŶotǇpe 
sǇŶthĠtiƋue. Les VSMC ĐoŶtƌaĐtiles eǆpƌiŵeŶt, Đoŵŵe leuƌ Ŷoŵ l’iŶdiƋue, des pƌotĠiŶes ĐoŶtƌaĐtiles 
peƌŵettaŶt d’Ġtaďliƌ et de ŵaiŶteŶiƌ leuƌs stƌuĐtuƌes ŵǇofilaŵeŶteuses. Parmi ces protéines 
ĐoŶtƌaĐtiles, oŶ ƌetƌouve SMϮϮα, SMA et  SMMHC. Au ĐoŶtƌaiƌe, les VSMC sǇŶthĠtiƋues pƌoduiseŶt 
des composants de la MEC au détriment des protéines contractiles. Elles possèdent également des 
taux de migration et de prolifération plus importants (Yoshida and Owens, 2005).  
 La physiologie du DA met en jeu les 2 phénotypes, sans que leur proportions respectives soit 
connues. La nécessité du phénotype contractile semble évidente puisque le DA doit se contracter à la 
naissance et le rester le temps que la fermeture anatomique soit définitive. Le phénotype 
synthétique est lui aussi indispensable à la migration des VSMC. La transformation ultérieure  en 
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ligaŵeŶt ŶĠĐessite ĠgaleŵeŶt la pƌoduĐtioŶ de MEC, doŶt oŶ peut peŶseƌ Ƌu’elle soit eŶ paƌtie 
produite par les VSMC.  
 
d. Le remodelage en ligament 
Le processus de remodelage en ligament est peu documenté. Une étude histologique de la 
fermeture du DA a été réalisée chez la souris entre E15 et 4 mois après la naissance  (Tada and 
Kishimoto, 1990). Tƌois heuƌes apƌğs la ŶaissaŶĐe, aloƌs Ƌue le DA est feƌŵĠ, les Đellules à l’iŶtĠƌieuƌ 
de la lame élastique interne sont rondes ou cuboïdales et arrangées de manière dense et compacte 
(Tada and Kishimoto, 1990). Ces Đellules Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas toutes les ŵġŵes pƌotĠiŶes ϭh apƌğs la 
naissance : celles qui bordent la lame élastique interne expriment CD31 et la VE-cadhérine et 
représenteŶt doŶĐ les aŶĐieŶŶes CE, taŶdis Ƌue Đelles du ĐeŶtƌe de l’aŶĐieŶ luŵeŶ Ŷ’eǆpƌiŵeŶt pas 
ces marqueurs endothéliaux (Echtler et al., 2010).  
 
Des cellules situĠes à l’iŶtĠƌieuƌ de la laŵe ĠlastiƋue iŶteƌŶe aiŶsi Ƌue des VSMC à l’eǆtĠƌieuƌ 
soŶt eŶ pƌolifĠƌatioŶ. La pƌolifĠƌatioŶ des Đellules à l’iŶtĠƌieuƌ de l’aŶĐieŶ luŵeŶ seŵďle ġtƌe 
importante puisƋue la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA peut ġtƌe associée à réduction du nombre de cellules à 
l’iŶtĠƌieuƌ de la laŵe ĠlastiƋue iŶteƌŶe (Echtler et al., 2010). Ces phénomènes de prolifération sont 
retrouvés chez le porc, mais pas dans les même zones du DA. Entre la naissance et 1 jour, de la 
pƌolifĠƌatioŶ est ŶotĠe daŶs l’adveŶtiĐe et la paƌtie eǆteƌŶe de la ŵĠdia, taŶdis Ƌu’à ϯ jouƌs, des 
cellules en prolifération sont retrouvées dans tout le DA (Tananari et al., 2000).  
 
A partir de 3 jours, chez la souris, les Đellules à l’iŶtĠƌieuƌ de la laŵe ĠlastiƋue iŶteƌŶe se 
dissoĐieŶt les uŶes des autƌes taŶdis Ƌue des dĠpôts de MEC s’effeĐtueŶt. Des dépôts de collagène 
sont retrouvés 3 semaines après la naissance, en parallèle de la formation de nouvelles fibres 
élastiques daŶs l’iŶtiŵa. Le Ŷoŵďƌe de Đellules diŵiŶue pƌogƌessiveŵeŶt et l’aŶĐieŶ DA devieŶt plus 
fin (Tada and Kishimoto, 1990). UŶ jouƌ apƌğs la ŶaissaŶĐe, Đhez le poƌĐ, l’apoptose touĐhe 
l’eŶseŵďle du DA ;feƌŵĠͿ puis elle se ƌestƌeiŶt  à la zoŶe de l’iŶtiŵa et de la paƌtie iŶteƌŶe de la 
média 3 jours après la naissance (Tananari et al., 2000).  
 
Les aspects de prolifération ont été mis en évidence par le groupe de Clyman comme étant 
uŶe ĐoŶsĠƋueŶĐe de l’iŶduĐtioŶ du VEGF suite à l’hǇpoǆie ĐausĠe paƌ la feƌŵetuƌe du  DA. Ce groupe 
utilise des mammifères de grande taille et montre que l’iŶduĐtioŶ du VEGF favoƌise la pƌolifĠƌatioŶ 
ŶĠoiŶtiŵale et l’aŶgiogeŶğse dans les vasa vasorum (Clyman et al., 2002).  
 
Les BMP Ŷ’oŶt jaŵais ĠtĠ iŵpliƋuĠes daŶs la feƌŵetuƌe du DA. Paƌ ĐoŶtƌe l ’iŵpliĐatioŶ de 
TGFβ daŶs la phǇsiologie du DA est doĐuŵeŶtĠe, eŶ utilisaŶt le ŵoutoŶ Đoŵŵe ŵodğle. La 
pƌoduĐtioŶ de TGFβ, Ƌui seƌait davaŶtage pƌĠseŶt daŶs le DA Ƌue daŶs l’aoƌte, augmenterait au 
moment de la mise-ďas et au Đouƌs des ϭϬ jouƌs suivaŶts. Le TGFβ iŶhiďeƌait la migration des VSMC 
du DA tout en favorisant la production de MEC par les CE (Boudreau et al., 1992) (Tannenbaum et al., 
1996) (Tannenbaum et al., 1995). Ces travaux sont peu repris dans la littérature.  Pour autant, le 
TGFβ est iŵpliƋuĠ daŶs une pathologie humaine incluant des PDA : le syndrome de Loeys Dietz, 




V. Les modèles animaux de PDA. 
Certaines races de chiens et de rats sont connues pour présenter des taux importants de PDA. 
Mais les souƌis KO ƌesteŶt  uŶ ŵodğle de Đhoiǆ pouƌ l’Ġtude de la feƌŵetuƌe du DA. Ces iŶvalidatioŶs 
peuvent être regroupées en 3 grandes catégories : 
- Les invalidations touchant à la voie des prostaglandines, 
- Celles impliquées dans la maturation des VSMC du DA, 
- Et quelques autres invalidations.  
 
1. La voie des prostaglandines 
Les invalidations de gènes impliqués dans la voie de synthèse et de signalisation des 
prostaglandines conduisent à des problèmes de fermeture du DA à la naissance (Tableau 3). Comme 
dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, les PG aǇaŶt uŶ douďle ƌôle, daŶs la vasodilatatioŶ et daŶs l’ĠpaississeŵeŶt, 
Đ’est fiŶaleŵeŶt suƌ Đette deƌŶiğƌe foŶĐtioŶ Ƌue l’iŶvalidatioŶ auƌa le plus d’iŵpact. Les gènes Ptgs1 
et Ptgs2 codent pour les enzymes COX1 et COX2 qui catalysent la production de PGH2 à partir de 
l’aĐide aƌaĐhidoŶiƋue. L’aďseŶĐe de Cox1 Ŷ’affeĐte pas la feƌŵetuƌe du DA, au contraire de celle de 
Cox2 qui entraîne une mortalité de 35 à ϱϳ%, eŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe de la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA (Loftin et al., 
2001) (Loftin et al., 2002) (Yu et al., 2006). L’iŶĐidence du PDA chez les souris Cox2 -/- augmente avec 
la délétion hétérozygote de Cox1 (80% de mortalité). La délétion homozygote des 2 isoformes est 
lĠtale daŶs les Ϯ jouƌs Ƌui suiveŶt la ŶaissaŶĐe. Le fait Ƌue les fœtus aƌrivent à terme en absence de 
Cox1 et Cox2 fœtal suggğƌe Ƌue les pƌostaŶoïdes d’oƌigiŶe fœtale Ŷe soŶt pas iŶdispeŶsaďles au 
ŵaiŶtieŶ de l’ouveƌtuƌe du DA in utero.  
La mutation de la tyrosine 385 de Cox2 en une phénylalanine ne cause pas de PDA, bien que 
Đette tǇƌosiŶe soit iŵpliƋuĠe daŶs les pƌeŵiğƌes Ġtapes de ĐǇĐlooǆǇgĠŶatioŶ de l’AA.  L’eǆpliĐatioŶ 
résiderait dans la forŵatioŶ d’uŶ hĠtĠƌodiŵğƌe COX1 / COX2 qui permet de compenser la perte de 
foŶĐtioŶŶalitĠ de COXϮ. A l’appui de  ce résultat, les souriceaux Cox1 -/-  ; Cox2 Y385F/ Y385F présentent 
tous un PDA (Yu et al., 2006).  
 
PGEϮ eǆeƌĐe ses effets via l’aĐtivatioŶ du ƌĠĐepteuƌ EP4, encodé par le gène Ptger4. 
L’iŶvalidatioŶ de Đe gğŶe, de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌue celle de Cox2, est associée à une létalité 
postŶatale ĐoŶsĠĐutive d’uŶ PDA daŶs les jouƌs suivaŶt  la naissance (Nguyen et al., 1997) (Segi et al., 
1998) (Schneider et al., 2004).  
 
Au moment de la naissance, la chute des taux de PG participe largement à la vasoconstriction 
du DA. L’iŶvalidatioŶ des pƌotĠiŶes iŵpliƋuées dans cette diminution entraîne logiquement des PDA. 
C’est le Đas du gğŶe Hpgd (hydroxyprostaglandin deshydrogenase) Ƌui Đode pouƌ l’eŶzǇŵe 
peƌŵettaŶt d’iŶaĐtiveƌ les PG, la PGDH ;pƌostaglaŶdiŶe deshǇƌogĠŶaseͿ. Elle peƌŵet de ĐoŶveƌtiƌ 
PGE2 en 15keto-PGE2, un métabolite moins actif (Coggins et al., 2002) (Roizen et al., 2008). Tous les 
souriceaux Hpgd-KO meurent dans les 48h suivant leur naissance.  
La terminaison de la signalisation PGE2 est aussi liée à sa prise en charge par le transporteur 
PGT (prostaglandine transporteur), qui est encodé par le gène SLCO2A1. A l’iŶstaƌ de la PGDH, le PGT 
est fortement exprimé dans les poumons, et la prise en charge de PGE2 paƌ PGT ĐoŶstitueƌait l’Ġtape 
limitante de la dégradation des PG (Nomura et al., 2004). L’eŶseŵďle des souƌiĐeauǆ iŶvalidĠs pouƌ 




Tableau 3 Invalidations murines des composants de la voie des prostaglandines et conséquences 
suƌ la suƌveŶue d’uŶ PDA 









Prostaglandin G/H synthase 1 
Cox1 -/- 0 3 




Prostaglandin G/H synthase 2 
Cox2 -/- 33 35 
  Cox1 +/- 
Cox2 -/- 
74 79 






Prostaglandin G/H synthase 2 
Cox2 -/- 40 57 





Prostaglandin G/H synthase 2, 
mutation de la tyrosine 385 
























(Nguyen et al., 
1997) (Segi et al., 
1998) (Schneider 
et al., 2004) 
Slco2a1 Solute carrier organic anion 
transporter family member 2A1  
Prostaglandin transporter 
Pgt-/- 100 100 (Chang et al., 2010) 
Hpgd 15-hydroxyprostaglandin 
dehydrogenase [NAD(+)] 
Prostaglandin dehydrogenase 1 
Pgdh-/- 100 100 
(Coggins et al., 




2. La maturation des VSMC 
Les invalidations touchant les VSMC concernent les facteurs de transcription (Myocardine, 
TFAP2B et BRG1), les éléments contractiles de la cellule (SM-MHC), ou encore la communication 
intercellulaire/MEC (JAG1 et ILK). Ces invalidations sont regroupées dans le Tableau 4. 
 
La myocardine est un coactivateur transcriptionnel exprimé dans les cardiomyocytes et les 
SMC (Smooth MusĐle CellsͿ et ƌĠgulaŶt l’eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes ĐoŶtƌaĐtiles. Pouƌ Điďleƌ les VSMC 
dérivées de la crête neurale (celles qui peuplent le DA), les souris utilisées expriment la recombinase  
CRE sous le contrôle des promoteurs de Wnt1 et/ou de Pax3. PAX3, un facteur de transcription, et le 
protooncogène WNT1, ligand du récepteur Frizzled, sont exprimés par les cellules dérivées de la 
Đƌġte Ŷeuƌale.  L’iŶvalidatioŶ conditionnelle de Myocd (le gène codant pour la myocardine) dans les 
VSMC dérivées de la crête neurale présente un PDA et il est létal dans les 3 jours suivant la naissance 
(Huang et al., 2008). Cette létalité postnatale est associée à un déficit de protéines contractiles : 
SMA, SM-MHC et SMϮϮα. En reflet de cette moindre présence de protéines contractiles, les auteurs 
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observent une augmentation des dépôts de MEC : Fibronectine et Laminine. Cela suggère une 
présence accrue de VSMC synthétiques plutôt que contractiles et donc un défaut de contractilité 
(Huang et al., 2008).  
 
TFAP2B est un facteur de transcription spécifique des cellules de la crête Neurale. Des 
mutatioŶs de Đe gğŶe soŶt ƌespoŶsaďles du sǇŶdƌoŵe de Chaƌ Đhez l’hoŵŵe, uŶe pathologie 
associant PDA, dimorphisme facial et anomalies des mains. Cette pathologie sera développée 
davantage dans la partie consacrée aux pathologies humaines associées à un PDA. Les souris 
homozygotes Tfap2b-/- meurent dans les 24h suivant la naissance pour la grande majorité, et toutes 
pƌĠseŶteŶt uŶ PDA. Les auteuƌs Ŷ’ĠtudieŶt pas eŶ dĠtai l le phénotype des VSMC dans cette 
invalidation (Zhao et al., 2011). CepeŶdaŶt, l’ĠƋuipe de ClǇŵaŶ avait aŶalǇsĠ eŶ ϮϬϬϴ la ŵġŵe souƌis 
et avait trouvé une quantité moins importante de Calponine dans le DA à E18.5, suggérant que 
l’aďseŶĐe de de TFAPϮB conduisait à un défaut de maturation des VSMC. Ils suggéraient aussi que la 
diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ d’ET-1 chez les Tfap2b-/- pouvait ġtƌe ƌespoŶsaďle d’uŶ pƌoďlğŵe de 
différenciation des VSMC (Ivey et al., 2008). Ils s’appuǇaieŶt pouƌ Đela suƌ des ƌĠsultats dĠŵoŶtƌaŶt 
Ƌue l’ET-1 favorise la différenciation des VSMC (Hahn et al., 1992).  
L’Ġtude gĠŶĠƌale du phĠŶotǇpe de la souƌis Tfap2b-/- est surprenante. Elle a été initialement 
générée par Moser qui a trouvé que sa létalité postnatale était associée à une insuffisance rénale 
(Moser et al., 2003), saŶs dĠĐƌiƌe uŶ phĠŶotǇpe suƌ le DA. Elle s’est eŶsuite ƌetƌouvée entre les mains 
du groupe de Clyman, grand spécialiste du DA, qui décrit en 2008 les régulations transcriptionnelles 
assoĐiĠes à l’iŶvalidation de Tfap2b (HIF2A et ET-ϭͿ. Pouƌ autaŶt il Ŷe paƌle pas d’uŶ phĠŶotǇpe de 
PDA. Et Đe Ŷ’est doŶĐ Ƌu’eŶ ϮϬϭϭ Ƌue ce phénotype est décrit, à nouveau par le groupe de Moser.  
 
L’iŶvalidatioŶ de Jag1 illustƌe la ŶĠĐessitĠ pouƌ les VSMC d’aĐƋuĠƌiƌ uŶ phĠŶotǇpe ĐoŶtƌaĐtile 
daŶs l’eŶseŵďle de la ŵĠdia.  JAG1 est exprimé dans les CE et les VSMC et est un ligand de la voie  
NOTCH. Cette voie de sigŶalisatioŶ joue des ƌôles tƌğs iŵpoƌtaŶts daŶs l’eŵďƌǇogeŶğse et le 
développement cardiaque. La majorité des KO de cette voie sont létaux. En ciblant Jag1 dans les 
VSMC grâce à la souris SMϮϮα-Cre, les auteurs obtiennent une létalité post-natale rapide. Les souris 
ŵeuƌeŶt daŶs les Ϯϰ à ϰϴh et ϵϱ% pƌĠseŶteŶt uŶ PDA assoĐiĠ à uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de 
gènes codant pour des protéines contractiles : SMϮϮ, SMAϮα, SMAϮg, sŵoothliŶe, calponine. Mais 
surtout, ces souris ont un défaut de propagation du signal de différentiation des VSMC contractiles 
dans la profondeur de la media. JAG1 étant exprimé dans les CE, la première couche de SMC peut se 
différencier et devenir contractile. Mais les couches profondes du DA en sont incapables (Figure 40) 
(Feng et al., 2010).    
 
Figure 40 Défaut de différenciation des SMC dans les souris avec une invalidation de Jag1 dans les SMC.  
(Feng et al., 2010) 
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ILK (Integrin Linked Kinase) est une kinase localisée aux adhésions focales et permettant de 
faiƌe le lieŶ eŶtƌe la MEC et le ĐǇtosƋuelette d’aĐtiŶe via les iŶtĠgƌiŶes βϭ et βϯ.  Les souƌis Ilk-KO 
daŶs les VSMC ;aveĐ la souƌis SMϮϮα-Cre) présentent aussi une létalité  post-natale associée à un 
PDA. Ce PDA est concomitant d’uŶe altĠƌatioŶ du phĠŶotǇpe ĐoŶtƌaĐtile des VSMC, aveĐ uŶe 
moindre expression des ARNm de protéines contractiles : SMϮϮα, SMA, SM-MHC. Au niveau de la 
MEC, les auteurs notent la présence de fibres élastiques interrompues, associées à une diminution de 
la quantité de fibronectine, avec toutefois davantage de Fibrilline-1 (Shen et al., 2011). 
 
L’iŶvalidatioŶ la plus dƌastiƋue affeĐtaŶt le phĠŶotǇpe ĐoŶtƌaĐtile des VSMC pourrait être à 
première vue celle du gène codant pour la protéine SMMHC (Myh11). Cependant, bien que ces 
souriceaux meurent dans les 24h suivant leur naissance, leur DA se ferme, mais avec du retard  
(Morano et al., 2000). Chez l’hoŵŵe, la ŵutatioŶ de la MYHϭϭ  est ƌespoŶsaďle d’uŶ sǇŶdƌoŵe 
associant PDA et TAAD (Thoracic Aortic Aneurysm and Dissection) (Zhu et al., 2006). 
 
L’iŶvalidatioŶ de Brg1 dans les VSMC est la cause de défauts de contractilité qui se traduisent 
par un PDA chez 30% des souriceaux (Zhang et al., 2011a). BRG1 est la sous-unité ATPase du 
complexe BAF (Brg1/Brm-associated factor) qui est le principal complexe de remodelage de la 
chromatine ATP-dépendant chez les vertébrés (Hang et al., 2010).  
 
Tableau 4 IŶvalidatioŶs touĐhaŶt les VSMC du DA et leuƌs ĐoŶsĠƋueŶĐes suƌ la suƌveŶue d’uŶ PDA. 




Myh11 SM-MHC Smooth 
muscle myosine heavy 
chain 




(Morano et al., 2000) 
Myocd Myocardin inactivée 
dans les cellules de la 
crête neurale 
Myocd f/f Wnt1 
Cre+ Pax3 Cre+ >95 >95 
(Huang et al., 2008) 





95 100 à P2 
(Feng et al., 2010) 
Brg1  Brahma-Related Gene 1  
inactivé dans les VSMC  
Brg1 f/f Myh11 
Cre+ 
30 40 
(Zhang et al., 2011a) 





(Zhao et al., 2011) 
(Ivey et al., 2008) 
(Moser et al., 2003) 





(Shen et al., 2011) 
 
3. Autres invalidations 
EŶ ϮϬϭϬ, le gƌoupe de Masseďeƌg a ŵis eŶ ĠvideŶĐe l’iŵpliĐatioŶ des plaƋuettes daŶs la 
feƌŵetuƌe du DA. A l’appui de leuƌ dĠŵoŶstƌatioŶ, ils utiliseŶt Ϯ souris KO : Itga2b-/- et Nfe2-/-. 
ITGA2B (CD41Ϳ est uŶe iŶtĠgƌiŶe spĠĐifiƋue du ligŶage plaƋuettaiƌe iŵpliƋuĠe daŶs l’agƌĠgatioŶ 
plaƋuettaiƌe et daŶs l’adhĠsioŶ au fibrinogène et au facteur de Von Willebrand. NFE2 est un facteur 
de transcription régulant la maturation et la différenciation des mégacaryocytes. 30 % des souriceaux 
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Itga2b-/- présentent un PDA 12h après leur naissance et 70% des souriceaux Nfe2-/- (Echtler et al., 
2010).  
 
Le groupe de Coceani a étudié le KO du récepteur ETA, le ƌĠĐepteuƌ de l’eŶdothĠliŶe-1. Cette 
Ġtude s’iŶtğgƌe daŶs leuƌ ŵodğle de  dĠteĐtioŶ de l’O2 via les cytochromes PϰϱϬ, l’ET-1 et ETA. Les 
souriceaux se portent bien et leur DA se ferme normalement. Cependant sa contractilité en réponse 
à l’O2 est moindre. Ce résultat plaide pour un rôle mineur de la signalisation ET-1/ETA  sur la 
fermeture du DA (Coceani et al., 1999).  
 
MF1 (FOXC1) est un facteur de transcription exprimé dans de multiples tissus. Les souriceaux 
Mf1-KO meurent très rapidement à la naissance et présentent un PDA dans 100% des cas. Mais ils 
sont également inĐapaďles de ƌespiƌeƌ à Đause de l’aďseŶĐe de steƌŶuŵ. Les auteuƌs ĠŵetteŶt doŶĐ 
l’hǇpothğse Ƌue le ŵaiŶtieŶ de l’ouveƌtuƌe du DA est liĠ à Đe pƌoďlğŵe de ƌespiƌatioŶ plutôt Ƌu’à uŶ 
défaut de maturation des VSMC ou de remodelage de la paroi (Winnier et al., 1999).  
 
L’iŶvalidatioŶ totale de Has2 est létale au cours du développement embryonnaire (E10) du 
fait de graves défauts cardiaques et vasculaires et d’uŶe aďseŶĐe de tƌaŶsfoƌŵatioŶ de l’ĠpithĠliuŵ 
eŶ ŵĠseŶĐhǇŵe. Les ĐoussiŶs de l’AVC ;Ƌui soŶt les  précurseurs des valves mitrale et tricuspide) ne 
se forment pas chez les Has2-/-, Đhez Ƌui la tƌaďĠĐulatioŶ Ŷ’a également pas lieu (Camenisch et al., 
2000). Le KO conditionnel de Has2 sous contrôle du promoteur de Prx1 a été réalisé, initialement 
pour étudier le développement squelettique. Prx1 est en effet un facteur de transcription exprimé 
dans le mésoderme des membres en développement. Cependant, PRX1 est également exprimé dans 
le DA et les souriceaux survivent à la période postnatale (Matsumoto et al., 2009). Il serait nécessaire 
d’Ġtudieƌ plus eŶ dĠtail Đe phĠŶotǇpe au Ŷiveau du DA, ou d’utiliseƌ d’autƌes promoteurs, comme 
celui de Sm22α ou de Tfap2b, pour réaliser d’autƌes invalidations conditionnelles de Has2. 
 
Tableau 5 IŶvalidatioŶs vaƌiĠes et leuƌs ĐoŶsĠƋueŶĐes suƌ la suƌveŶue d’uŶ PDA 






Itga2b Integrin alpha-IIb 
CD41 
GPalpha IIb 
Itga2b -/- 30  
(Echtler et al., 
2010) 
Nfe2 Transcription factor NF-E2 
45 kDa subunit 
Nuclear factor, erythroid-
derived 2 
Nfe2-/- 70  
EtA Endothelin-1 receptor 
Eta-/- 0 0 
(Coceani et al., 
1999) 
Foxc1 Forkhead box protein C1 
(Mesoderm forkhead 1 MF-
1) 
Foxc1-/- 100 100 
(Winnier et al., 
1999) 








4. Autres modèles animaux  
Les rats de la souche Brown Norway (BN) présentent un taux très élevé de PDA (86%). Les 
aŶiŵauǆ suƌviveŶt ŶĠaŶŵoiŶs jusƋu’à l’âge adulte Đaƌ le shuŶt Ŷ’est pas hĠmodynamiquement 
significatif. De fait leur DA est souvent sténosé ou diverticulaire. Finalement, la transformation en 
ligaŵeŶt Ŷ’a pas eu lieu, Đe Ƌue les auteuƌs attƌiďueŶt à uŶe ƌĠpaƌtitioŶ aŶoƌŵale de l’ĠlastiŶe et à 
ses effets subséquents sur la migration et la prolifération des VSMC (Bokenkamp et al., 2006).   
Certaines souches de Beagles présentent des taux relativement élevés de PDA. Certaines 
équipes se sont servies de ce modèle pour réaliser des études structurales du DA dans les années 
1980. Mais ce modèle Ŷ’est plus utilisé depuis longtemps. 
 
VI. Les pathologies humaines associées au PDA. 
La base de données OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) recense près de 100 
pathologies pour lesquelles un PDA est associé. Ce large nombre suggère que de nombreux facteurs 
génétiques peuvent être impliqués dans un PDA. Quatre pathologies seront décrites, ce sont les plus 
pertinentes daŶs l’Ġtude de la peƌsistaŶĐe  du DA, Đ’est-à-diƌe Ƌue Đe soŶt Đeuǆ doŶt le PDA Ŷ’est 
assoĐiĠ Ƌu’à des dĠfauts ĐaƌdiaƋues ŵiŶeuƌs ou Đeuǆ doŶt le tauǆ de PDA est iŵpoƌtaŶt.  
 
1. Syndrome de Char. 
Le syndrome de Char est une maladie autosomale dominante dont les caractéristiques sont 
un PDA, des diŵoƌphisŵes faĐiauǆ et des aŶoŵalies des ŵaiŶs. L’ĠƋuipe de Gelď a ideŶtifiĠ le gğŶe 
dont la mutation est responsable de ce syndrome : Đ’est celui codant le facteur de transcription 
TFAP2B, spécifique des cellules de la crête neurale  (Satoda et al., 2000). Les mutations observées 
Ŷ’eŵpġĐheŶt pas la diŵĠƌisatioŶ de TFAPϮB ŵais affeĐteŶt sa liaisoŶ suƌ les sĠƋueŶĐes Điďles. Plus 
précisément, 2 zones de mutation ont été retrouvées : des mutations dans le domaine de liaison à 
l’ADN, et des ŵutatioŶs daŶs le doŵaiŶe de tƌaŶsaĐtivatioŶ. Ce deƌŶieƌ tǇpe de ŵutatioŶ eŶgeŶdƌe 
un phénotype particulier : un PDA, mais avec de très discrètes anomalies faciales et une absence 
appaƌeŶte d’aŶoŵalies des ŵaiŶs. Cette assoĐiatioŶ eŶtƌe le gĠŶotǇpe et le phĠŶotǇpe suggğƌe 
l’eǆisteŶĐe de ĐoaĐtivateuƌs de TFAPϮB peƌŵettaŶt uŶe spĠĐifiĐitĠ d’aĐtioŶ au Ŷiveau du DA  (Zhao et 
al., 2001). Les souris invalidées pour Tfap2b présentent également un PDA (Zhao et al., 2011).  
 
2. Syndrome de Loeys-Dietz.  
Ce syndrome est causé par des mutations des gènes TGFBR1 ou TGFBR2, des récepteurs de la 
faŵille du TGFβ. Il est ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ des aŶoŵalies ĐaƌdiovasĐulaiƌes, ĐƌaŶiofaĐiales, 
neurocognitives et de développement du squelette. Les auteurs décrivent ce nouveau syndrome à 
partir de la description de 10 familles et montrent que sa transmission est autosomale dominante, 
avec des tableaux cliniques variés. 54% des individus affectés présentent un PDA et tous sont 
touĐhĠs paƌ des aŶĠvƌisŵes de l’aoƌte. La ŵajorité des mutations sont retrouvées dans le domaine 
kinase intracellulaire. Les analyses histologiques des aortes de ces patients montrent une diminution 
du ĐoŶteŶu eŶ ĠlastiŶe aiŶsi Ƌu’uŶe dĠsoƌgaŶisatioŶ des fiďƌes ĠlastiƋues de la ŵedia. D’importants 
dépôts de collagène sont également observés. Les analyses ultrastructurales montrent une 
diŵiŶutioŶ de l’assoĐiatioŶ des VSMC aveĐ les dĠpôts d’ĠlastiŶe  (Loeys et al., 2005).  
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3. Mutations de MYH11 
La foƌĐe ĐoŶtƌaĐtile des VSMC ƌeƋuieƌt l’iŶteƌaĐtioŶ ĐǇĐliƋue de la chaîne lourde de la β-
myosine (MYH11 ou SMMHCͿ aveĐ l’α-actine (ACTA2). Des mutations dans ces 2 protéines sont 
ƌespoŶsaďles de PDA. C’est Đe Ƌu’a tout d’aďoƌd ŵoŶtƌĠ l’ĠƋuipe de Xavieƌ JeuŶeŵaitƌe eŶ 
identifiant en 2006 des mutations de la MYH11 Đoŵŵe ĠtaŶt ƌespoŶsaďles d’uŶ sǇŶdƌoŵe ĐausaŶt 
un PDA et des TAAD (Zhu et al., 2006). Cette association PDA / TAAD a été récemment renforcée par 
la description de nouvelles mutations de la MYH11 (Harakalova et al., 2013). Ces résultats font écho à 
l’iŶvalidation de Myh11 qui cause un retard de fermeture du DA chez la souris (Morano et al., 2000).  
 
4. Mutations de ACTA2 
Guo et al. ont ensuite découvert en 2007 que des mutations de ACTA2 étaient également 
responsables, entre autre, de TAAD et de PDA. Parmi les mutations décrites, seules celles de 
l’aƌgiŶiŶe Ϯϱϴ soŶt assoĐiĠes à uŶ PDA  (Guo et al., 2007). Cette mutation déstabiliserait la 
ĐoŶfoƌŵatioŶ de l’aĐtiŶe et eŵpġĐheƌait uŶe ƌĠgulatioŶ ĐoƌƌeĐte de sa polǇŵĠƌisatioŶ  (Malloy et al., 
2012).  
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Partié Ͷ LA FAMILLE DES BMP 
 
Les ligands et leurs récepteurs forment souvent des superfamilles dont le nombre de 
ŵeŵďƌes augŵeŶte aveĐ la ĐoŵpleǆitĠ de l’oƌgaŶisŵe. La Ŷatuƌe seŵďle eŶ effet pƌĠfĠƌeƌ ƌeĐǇĐleƌ 
ses modèles à succès et développer de nouvelles fonctionnalités en dupliquant des gènes, plutôt que 
d’iŶveŶteƌ de Ŷouvelles stƌuĐtuƌes pouƌ ĐhaƋue foŶĐtioŶ (Carroll, 2001). La supeƌ faŵille TGFβ en est 
la parfaite illustration.  
 
 
Figure 41 Aƌďƌe phǇlogĠŶĠtiƋue de la faŵille TGFβ. 
La loŶgueuƌ des ďƌaŶĐhes ƌepƌĠseŶte le Ŷoŵďƌe d’aĐides aŵiŶĠs diffĠƌeŶts daŶs le doŵaiŶe ŵatuƌe . Les 
membres de sous famille BMP ont été surlignés en bleu. Schéma adapté de: 
http://www.rndsystems.com/Resources/images/16252.png 
 
La faŵille des BMP appaƌtieŶt à la supeƌ faŵille TGFβ Ƌui Đoŵpoƌte à Đe jouƌ plus de 30 
ŵeŵďƌes Đhez l’hoŵŵe (Figure 41). Les membres de cette famille peuvent être regroupés : les 
isoformes du TGF-β, les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), les GDFs (Growth and Differentiation 
Factors), les activines et les inhibines, l'AMH, Nodal, Myostatin et la famille du GDNF (Glial cell-
Derived Neurotrophic Factor). Certaines pƌotĠiŶes poƌteŶt plusieuƌs Ŷoŵs, Đ’est le Đas paƌ eǆeŵple 
des BMP12, 13 et 14 qui sont également nommées, GDF 7,6 et 5. Dans la suite de cette introduction, 
je me limiterai au maximum aux groupes des BMP (Tableau 6). 
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Tableau 6 La famille des BMPs 
En fonction de la proximité de leur séquence, les BMP peuvent être regroupées en 5 groupes. Dans la suite de 
cet exposé, la dénomination BMP sera util isée. BMPϭ, iŶitialeŵeŶt dĠĐƌite Đoŵŵe uŶe BMP Ŷ’eŶ est eŶ fait pas  
une. C’est uŶe pƌotĠase. OP: Osteogenic Protein, VGR: VG-1-related protein. 
 
I. Les ligands 
 
1. Maturation et structure 
 
Les ŵeŵďƌes de la supeƌ faŵille TGFβ ĐoŵpoƌteŶt tous ϰ doŵaiŶes  : (1) un peptide signal 
responsable de la sécrétion de la protéine, (2) un prodomaine, (3) un site de clivage par des 
protéases et (4) un domaine mature (Figure 42). 
  
Les BMP soŶt daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps tƌaduites sous la foƌŵe d’uŶe pƌé-pro-BMP de 400  à 
500 acides aminés.  Ces précurseurs sont ensuite dimérisés et éventuellement glycosylés au cours de 
leuƌ tƌaŶsit daŶs l’appaƌeil de Golgi. DaŶs uŶ seĐoŶd teŵps, Đette foƌŵe ŶoŶ ŵatuƌe est ĐlivĠe paƌ 
protéolyse au niveau du motif Arg-X-X-Arg par une sérine endoprotéase, dans le compartiment de 
Golgi ou daŶs l’espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe (Figure 42) (Harrison et al., 2011).  
 
A la suite de ce clivage, et pour la plupart des BMP, le prodomaine reste associé de manière 
non covalente à la forme mature dimérique.  Les sérines endoprotéases qui clivent les dimères 
immatures sont appelées pro-Protéines convertases (PC) et quatre d’eŶtƌe elles soŶt ƌespoŶsaďles de 
la majorité des processus de clivages : ce sont la furine, PACE, PC5/6 et PC7 (Susan-Resiga et al., 
2011) (Seidah et al., 2008).  
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Figure 42 La maturation des BMPs 
 
Toutes les formes matures des membres  de la famille TGFβ sont organisées autouƌ d’uŶ 
Ŷœud ĐǇstĠiƋue. Chaque monomère contient 7 cystéines, 6 étant impliquées dans des ponts 
disulfures intra-chaîŶe foƌŵaŶt le Ŷœud ĐǇstĠiƋue, et la ϳème étant engagée dans la liaison covalente 
avec le second monomère (Figure 43) (David et al., 2009) (Vitt et al., 2001). Bien que la majorité des 
BMP circule sous foƌŵe d’hoŵodiŵğƌes, des hétérodimères ont été décrits, impliquant BMP2,4,5,6 
et 7, et montrant tous une activité plus importante que les homodimères (Israel et al., 1996).  
 
 
Figure 43 SĐhĠŵa d’uŶ Ŷœud ĐǇstéique. 
Les 3 ponts disulfures, représentés en bleu vert et rouge, permettent de typiquement replier la protéine en  
deux « doigts » caractéristiques et en un « poignet ». La structure tridimensionnelle est pour cette raison 
appelée « main ». La 7ème cystéine, en orange, est engagée dans la formation du dimère. La famille TGFβ se 
distiŶgue des autƌes pƌotĠiŶes à Ŷœud ĐǇstĠiƋue paƌ la pƌĠseŶĐe du ĐodoŶ stop juste apƌğs la ϲğŵe ĐǇstĠiŶe.  
Schéma adapté de (Vitt et al., 2001) 
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2. Formes circulantes 
La plupart des formes matures des BMP restent associées de manière non covalente à leur 
prodomaine. Ces complexes peuvent être inactifs, comme pour le TGF-β, GDF8  (la myostatine), 
GDF11 et BMP10 (Sengle et al., 2011). Par contre BMP5 (Sengle et al., 2011) et BMP9 (Brown et al., 
2005) sont actifs associés à leur prodomaine. Par ailleurs, le prodomaine des BMP présente une 
affinité importante pour des protéines de la MEC, comme la fibriline, ce qui peut constituer un site 
de stockage ou un réservoir pour les BMP (Sengle et al., 2008). Le prodomaine est également 
impliqué dans la stabilité des BMP et donc dans leur demi-vie (Constam and Robertson, 1999). 
 
L'activation des formes latentes peut se produire par différents mécanismes. L'exemple le 
plus documenté est celui du TGF-β. IŶ vitƌo, il est possiďle de dissoĐieƌ le diŵğƌe ŵatuƌe TGF-β des 
prodomaines, entre autre par chauffage et par variation de pH. In vivo, l'acidification (pH<3) de 
l'espace extracellulaire des ostéoclastes peut expliquer l'activation du TGF-β loƌs de la ƌĠsoƌptioŶ 
osseuse (Oreffo et al., 1989). Des processus enzymatiques peuvent aussi activer TGF-β. Les 
glycosidases (endoglycosidase-F, sialidase, neuraminidase, N-glycanase) activent TGF-β. Le virus de la 
grippe activerait TGF-β eŶ utilisaŶt uŶe ŶeuƌaŵiŶidase  (Schultz-Cherry and Hinshaw, 1996). La 
dégradation protéolytique des prodomaines permet aussi l'activation du TGF-β. Les protéases à 
sérine (plasmine, cathepsine D) clivent le domaine N-terminal des prodomaines, activant ainsi TGF-β. 
L'interaction du prodomaine du TGF-β avec la thrombospondine-1 ou 2, protéine fortement présente 
dans les plaquettes, active TGF-β (Schultz-Cherry et al., 1994). Le fait d’eǆeƌĐeƌ uŶe tƌaĐtioŶ eŶtƌe les 
prodomaines et une protéine qui leur est liée (LTBP : LateŶt TGFβ Binding Protein) permet de libérer 
le TGF-β qui peut alors aller se lier à ses récepteurs (Figure 44) (Shi et al., 2011). Les BMP sont 
essentiellement décrites pour être activées par des protéases.  
 
Figure 44 Activation du TGF-βϭ paƌ tƌaĐtioŶ phǇsiƋue. 
Le dimère du TGF-βϭ ;ďleu/ŵaƌƌoŶͿ est iŶaĐtif associé à son prodomaine (LAP, Latent Associated Protein, 
violet/veƌtͿ Ƌui le sĠƋuestƌe telle uŶe Đaŵisole. La l iaisoŶ du LAP, d’uŶ ĐôtĠ suƌ uŶe LTBP ;LateŶt TGF -β BiŶdiŶg 
PƌoteiŶͿ et de l’autƌe suƌ le ĐǇtosƋuelette via des iŶtĠgƌiŶes ;αVβϱͿ peƌŵet la l iďĠƌati on du TGF-βϭ au ŵoŵeŶt 
où le cytosquelette se contracte (Flèches rouges: sens de traction). Schéma adapté de (Shi et al., 2011) 
 
II. Voies de signalisation  
Dans la famille TGFβ, la tƌaŶsŵissioŶ du sigŶal s’effeĐtue via uŶ Đoŵpleǆe hĠtĠƌo-
tétramérique de récepteurs transmembranaires de type I et de type II à activité sérine/thréonine 
kinase. Sept récepteurs de type I et cinq récepteurs de type II  ont été identifiés  (Tableau 7). 
Différentes combinaisons de récepteurs se lient à la trentaine de ligands de la famille TGFß 
peƌŵettaŶt d’augŵeŶteƌ la diveƌsitĠ de la ĐasĐade de sigŶalisatioŶ  (Feng and Derynck, 2005). La 
cascade de signalisation canonique met en jeu les facteurs de transcription Smads, mais une 




Tableau 7 Les récepteurs de la famille TGFβ. 
Les récepteurs de type I forment 3 sous-familles suivant leur homologie de séquence et les Smads recrutés lors 
de la transduction du signal. Cet aspect sera détail lé plus loin. Dans la suite de cet exposé, seule la 
dénomination ALK sera util isée. Les récepteurs de type II  forment 2 sous familles suivant leur homologie de 
séquence.  
 
1. Les récepteurs 
Il existe deux sous-familles de récepteurs BMP de type I, définies par leur homologie de 
séquence, ALK1/ALK2 et ALK3/ALK6. Trois récepteurs de type II sont impliqués dans la voie de 
signalisation BMP : BMPR2, ACTR2A et ACTR2B. Seul le récepteur de type II, BMPR2, est spécifique 
des BMPs.  Les ƌĠĐepteuƌs de tǇpe I et II soŶt ĐoŵposĠs d’uŶ doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe, d’uŶ doŵaiŶe 
transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique à activité sérine/thréonine kinase.  Ce sont des 
glycoprotéines de 50-60 kDa et 70-80 kDa respectivement, et dont le domaine N-terminal 
extracellulaire est glycosylé. 
 
La transduction du signal est initiée par la liaison des ligands BMPs aux récepteurs. Cette 
liaisoŶ est dĠpeŶdaŶte de l’affiŶitĠ des BMPs pouƌ leuƌ ƌĠĐepteuƌ de tǇpe I et II. EŶ effet, le ligaŶd 
iŶteƌagit d’aďoƌd aveĐ le ƌĠĐepteuƌ de plus foƌte affiŶitĠ. Paƌ eǆeŵple, BMPϮ et BMPϰ se fiǆeŶt 
d’aďoƌd au ƌĠĐepteuƌ de type I (ALK3 et ALK6Ϳ avaŶt de se fiǆeƌ au ƌĠĐepteuƌ de tǇpe II. A l’iŶveƌse, le 
groupe OP-1 ƌeĐƌute d’aďoƌd soŶ ƌĠĐepteuƌ de tǇpe II (Feng and Derynck, 2005).  
 
La liaison du ligand induit la phosphorylation du récepteur de type I par le récepteur de type 
II, dans le domaine GS du récepteur de type I. La boîte GS est un domaine riche en sérine et glycine 
(séquence SGSGSG) situé entre la partie juxta-membranaire et le domaine kinase qui permet de 
ƌĠguleƌ l’aĐtivitĠ des ƌĠĐepteuƌs de tǇpe I (Massague, 1998). Cette transphosphorylation entraîne 
l'activation du récepteur de type I, et, dans le cas de la signalisation canonique, le recrutement des 
Smads. Les multiples combinaisons  possibles entre les ligands et les  récepteurs participent à la 
diversité de la voie de signalisation et, in fine, à la spécificité de la réponse (Tableau 8).   
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Tableau 8 Les interactions démontrées entre les BMPs et leurs récepteurs. 
D’apƌğs (Lowery and de Caestecker, 2010) 
 
2. Signalisation SMAD dépendante 
La voie de signalisation canonique de la famille TGF-β fait iŶteƌvenir les protéines SMAD 
(Figure 45). Il existe huit protéines SMAD ideŶtifiĠes Đhez l’hoŵŵe, Ƌui soŶt ƌĠpaƌties eŶ trois sous-
groupes en fonction de leur rôle dans la transduction du signal : les R-SMAD (receptor-Smad), SMAD4 
et les I-SMAD (Inhibitor-Smad). Les SMAD soŶt ĐoŶstituĠs d’uŶ domaine MH1 (Mad Homology 
doŵaiŶ ϭ ; doŵaiŶe de liaisoŶ à l’ADNͿ et uŶ doŵaiŶe MHϮ ;iŶteƌaĐtioŶ aveĐ les autƌes SMAD et 
facteurs de transcription), séparés par une région flexible, moins conservée, le linker. Les I -SMAD 
sont dépourvues du domaine MH1 (Massague, 1998). 
 
Les R-SMAD (Smad1, 2, 3, 5 et 8) interagissent et sont phosphorylés par les récepteurs de 
type I. Cette phosphorylation a lieu sur un motif SSxS situé dans la partie C-terminale et elle induit un 
changement de conformation (Souchelnytskyi et al., 1997).  Les récepteurs ALK4, ALK5 et ALK7 
activent les SMAD Ϯ et ϯ ;sigŶalisatioŶ TGFβͿ aloƌs Ƌue les SMAD 1, 5 et 8 sont activées par les 
récepteurs ALK1, ALK2, ALK3, ALK6 (signalisation BMP). Toutefois, des études montrent une 
activation SMADϭ/ϱ/ϴ iŶduite paƌ TGFβ via le Đoŵpleǆe TGFβ‘II/ALK5. De même BMP2 et BMP9 
peuvent induire la phosphorylation des SMAD 1/5/8 mais aussi de SMAD2 (Upton et al., 2009).  
 
SMAD4 s’associe ensuite avec les R-SMAD activées par phosphorylation  pour former un 
complexe hétérotrimérique (2 R-SMAD + SMAD4). Ce complexe est ensuite transloqué dans le noyau, 
où il active une réponse transcriptionnelle en se liant à des Smad-Binding Element (SBEͿ aveĐ l’aide 
de co-facteurs de transcription (Miyazono et al., 2005). SMAD4 est un médiateur commun des voies 
de sigŶalisatioŶ BMP et TGFβ.   
 
Les I-SMAD (Smad6 et Smad7) sont des inhibiteurs de la voie SMAD. L’iŶhiďitioŶ peut veŶiƌ 
de la dégradation des récepteurs et de SMAD4 par le protéasome. Dans ce cas, les I-SMAD recrutent 
des E3-ubiquitine-ligases nommées SMURF1 et SMURF2 (Moren et al., 2005). L’iŶhiďitioŶ peut 
ĠgaleŵeŶt pƌoveŶiƌ d’uŶe ĐoŵpĠtitioŶ des I-SMAD avec les R-SMAD pour la liaison avec les 
récepteurs ou avec SMAD4. SMAD1 peut par exemple former un complexe inactif avec SMAD6 au 
lieu de se lier à SMAD4 (Massague et al., 2005). SMAD 6 et 7 possèdent aussi des fonctions nucléaires 
et peuvent agir comme des co-facteurs de transcription (Miyake et al., 2010) (Berghorn et al., 2006). 
Par ailleurs, il existe uŶ vaƌiaŶt d’Ġpissage de SMAD8, nommé SMAD8B, ne possédant pas le motif 
SSxS. Il est donc un inhibiteur de la voie BMP (Nishita et al., 1999). 
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La signalisation canonique SMAD-dépendante possède des niveaux de complexité supérieurs. 
L’ĠƋuipe de MassaguĠ a ŵoŶtƌĠ Ƌue SMADϰ eŶtƌe eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aveĐ TIFϭγ pouƌ la liaisoŶ de 
SMADϮ et ϯ. EŶ foŶĐtioŶ de l’assoĐiatioŶ Ƌui s’effeĐtue, les ƌĠpoŶses Đellulaiƌes seƌoŶt diffĠƌeŶtes  : 
en réponse au TGF-β, le Đoŵpleǆe TIFϭγ/SŵadϮ/ϯ stiŵule la diffĠƌeŶĐiatioŶ ĠƌǇthƌoĐǇtaiƌe, aloƌs Ƌue 
le complexe Smad4/Smad2/3 entraîne une inhibition de la prolifération des cellules érythroïdes (He 
et al., 2006).  
 
 
Figure 45 Voie de sigŶalisatioŶ ĐaŶoŶiƋue de la faŵille TGFβ : la voie SMAD 
 
 
3. Signalisation SMAD indépendante  
La signalisation SMAD indépendante correspond à la signalisation non canonique de la 
faŵille TGFβ (Figure 46). Ces voies non canoniques incluent entre autres la voie des MAPK, les petites 




Figure 46 La signalisation SMAD-indépendante. 
De nombreuses voies de signalisation peuvent être activées indépendamment de la signalisation canonique 
SMAD. Les ŵĠĐaŶisŵes  peƌŵettaŶt de pƌivilĠgieƌ l ’uŶe ou l’autƌe de Đes voies Ŷe soŶt pas ĐoŵplğteŵeŶt 
élucidés. D’apƌğs  (Derynck and Zhang, 2003)  
 
La voie des MAPKs est composée de  trois sous-familles: ERK (Extracellular-signal-Regulated 
Kinases), JNK (c-Jun N-terminal kinases) et p38, et elle correspond à une cascade de trois protéines 
kinases. ALK5 est Đapaďle d’aĐtiveƌ iŶdiƌeĐteŵeŶt Ras et la voie ERK paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe du Đoŵpleǆe  
ShcA/Grb2/Sos (Lee et al., 2007). TGFβ peut aussi activer les voies JNK et p38 via TAK1 et TRAF6. 
TRAF6 est une E3-ubiquitine-ligase qui active la MAP3K TAK1. TAK1 phosphoryle ensuite MKK4 et 
MKK3/6, activateurs respectifs de JNK et p38. Les récepteurs de la famille BMP peuvent activer 
diƌeĐteŵeŶt les MAPKs paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe de TAKϭ et TABϭ. TAKϭ et TABϭ ƌĠguleŶt l’aĐtivatioŶ de 
pϯϴ et de JNK eŶ s’assoĐiaŶt à ALK3 via une protéine adaptatrice XIAP (Zhang, 2009).  
 
Le TGFβ peut activer les petites protéines G comme RhoA, Rac et Cdc42 qui jouent un rôle 
dans le contrôle dynamique du cytosquelette et la mobilité cellulaire. En ce qui concerne la voie 
BMP, CdĐϰϮ est ŶĠĐessaiƌe à l’aĐtivatioŶ de LIM kinase-1 (LIMK-1). LIMK-1 est un acteur clef de la 
dǇŶaŵiƋue de l’aĐtiŶe Ƌui iŶteƌagit diƌeĐteŵeŶt aveĐ BMP‘-II (Zhang, 2009).   
 
La PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-phosphate Kinase) est capable de phosphoryler le PIP2 
(Phosphatidyl Inositol biPhosphate) en PIP3. PDK-1 (Phosphoinositide Dependent Kinase-1), qui lie 
PIP3, peut alors phosphoryler AKT (qui lie aussi PIP3), qui devient active. TGF-β iŶduit uŶe ƌapide 
phosphorylation d'AKT, indépendante de SMAD2/3 et TGFβ‘Ϯ lie pϴϱ, l'uŶitĠ ƌĠgulatƌiĐe de PIϯK, Ƌui 
est activée lors de la stimulation de TGF-β. Enfin, la voie mTor (Mammalian Target Of Rapamycin), qui 
est activée par AKT, est impliquée dans l'EMT induite par TGF-β (Zhang, 2009). La voie BMP est 
ĠgaleŵeŶt Đapaďle d’aĐtiveƌ la signalisation PI3K/AKT (Sui et al., 2009) (Gamell et al., 2008).  
 
Le TGF-β sigŶalise ĠgaleŵeŶt paƌ la PPϮA ;PƌoteiŶ Phosphatase ϮAͿ. La PPϮA iŶteƌagit aveĐ la 
kinase P70S6K qui joue un rôle clef dans le cycle cellulaire et dans le contrôle de la traduction (Derynck 
2003). La PKA (Protein Kinase A) peut également être mise en jeu dans la transduction du signal, mais 
d’uŶe ŵaŶiğƌe ĐAMP iŶdĠpeŶdaŶte. Cette aĐtivatioŶ de la PKA est ŶĠĐessaiƌe à l’aĐtivatioŶ de C‘EB 
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(cAMP Responsive Element Binding Protein) par le TGF-β et à l’iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe Đellulaiƌe  
(Zhang, 2009).  
 
Les ŵĠĐaŶisŵes Ƌui dĠteƌŵiŶeŶt l’aĐtivatioŶ des voies de sigŶalisatioŶ SMAD-dépendantes 
versus SMAD-indépendante ne sont pas élucidés. Une hypothèse développée est que le choix de la 
tƌaŶsduĐtioŶ du sigŶal dĠpeŶd du ŵode d’eŶdoĐǇtose du Đoŵpleǆe de ƌĠĐepteuƌ. L’eŶdoĐǇtose des 
récepteurs se fait selon 2 modes : l’eŶdoĐǇtose paƌ les puits de ĐlathƌiŶe ;uŶe pƌotĠiŶe 
cytoplasmique nécessaire à la formation des endosomes primaiƌesͿ et l’eŶdoĐǇtose paƌ les ĐavĠoles, 
au niveau des radeaux lipidiques. Les travaux de Petra Knaus montrent que la voie SMAD est activée 
lorsque les récepteurs sont internalisés dans des puits de clathrine, tandis que les voies SMAD-
indépendantes sont pƌivilĠgiĠes loƌs de l’iŶteƌŶalisatioŶ au Ŷiveau des ƌadeauǆ lipidiƋues  (Sieber et 
al., 2009).  
 
Figure 47 Déterminisme des voies de sigŶalisatioŶ paƌ le ŵode d’eŶdoĐǇtose. 
Suivant que les complexes de récepteurs soient préformés (PFC: Pre-Foƌŵed CoŵpleǆesͿ ou Ƌu’ils se foƌŵeŶt 
au ŵoŵeŶt de l’aƌƌivĠe du ligaŶd ;BISC: BMP-IŶduĐed SigŶaliŶg CoŵpleǆesͿ les voies d’eŶdoĐǇtose et de 
signalisatioŶ seƌoŶt diffĠƌeŶtes. Les PFC soŶt iŶteƌŶalisĠs via des puits de ĐlathƌiŶe et dĠĐleŶĐheŶt l’aĐtivatioŶ 
de la voie canonique SMAD. Les BISC  subissent une endocytose par les cavéoles et activent les voies SMAD 
indépendantes. Schéma adapté de (Di Guglielmo et al., 2003). 
 
4. Modulation des voies de signalisation 
 
Les corécepteurs des BMP 
Un certain nombre de corécepteurs intervenant dans la signalisation BMP ont été identifiés. 
Ils possèdent souvent un grand domaine extracellulaire et un court domaine intracellulaire dépourvu 
d’aĐtivitĠ kiŶase. Les ĐoƌĠĐepteuƌs Ŷe soŶt pas foƌĐĠŵeŶt stiŵulateuƌs de la sigŶalisatioŶ BMP, ils 
peuvent égaleŵeŶt l’iŶhiďeƌ. Parmi les corécepteurs, le BetaglǇĐaŶ et l’EŶdogliŶe joueŶt uŶ ƌôle 




Tableau 9 Les corécepteurs des BMP et leurs partenaires. 
Les corécepteurs, ou récepteurs de type3 de la signalisation BMP sont décrit pour interagir soit avec les BMP, 
soit avec leurs récepteurs. D’apƌğs (Lowery and de Caestecker, 2010) (Halbrooks et al., 2007) (Babitt et al., 
2006) (Onichtchouk et al., 1999) (Jin et al., 2007) (Sammar et al., 2004).  
 
Le Betaglycan possède une expression ubiquitaire et il augmente la signalisation des 
BMP2/4/5/14 en en favorisant leur liaison à ALK3 et ALK6, mais aussi en régulant le trafic et la 
localisation cellulaire des récepteurs. Cependant, le betaglycan peut aussi jouer un rôle inhibiteur en 
séquestrant les récepteurs BMPR2 et ACTR2A (Lowery and de Caestecker, 2010).  
L’EŶdogliŶe, contrairement au Betaglycan, est principalement exprimée par les ce llules 
endothéliales. A l’eǆĐeptioŶ de BMPϵ, l’iŶteƌaĐtioŶ BMP/EŶdogliŶe est dĠpeŶdaŶte de la pƌĠseŶĐe de 
leurs récepteuƌs BMP ƌespeĐtifs. L’EŶdogliŶe augŵeŶte la sigŶalisatioŶ Sŵad ϭ/5 induite par BMP7 
ou BMP9 (David et al., 2007a) (Scherner et al., 2007).  
 
Parmi les corécepteurs des BMPs, on trouve également la famille des Repulsive Guidance 
Molecules (RGM). Cette famille est composée de 3 glycoprotéines : RGMa, DRAGON et 
l’hĠŵojuveline. L’eŶseŵďle des ‘GM est aŶĐƌĠ à la ŵeŵďƌaŶe paƌ uŶ doŵaiŶe GPI  
(Glycosylphosphatidylinositol). Elles sont capables de lier de manière spécifique les BMPs avec une 
foƌte affiŶitĠ. Les pƌotĠiŶes ‘GM faĐiliteŶt l’iŶteƌaĐtioŶ de BMPϮ et BMPϰ aveĐ leur récepteur de 
tǇpe II et peƌŵetteŶt d’augŵeŶteƌ la seŶsiďilitĠ des Đellules à de faiďles ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶdogğŶes de 
BMP (Corradini et al., 2009). L’hĠŵojuveline est notamment le corécepteur de BMP6 dans le contrôle 
de l’hoŵĠostasie du feƌ. Ces Ϯ pƌotĠiŶes soŶt ŶĠĐessaiƌes à la sǇŶthğse de l’hepĐidiŶe, l’hoƌŵoŶe 
peptidique permettant de faire diminuer les taux de fer sérique  (Zhao et al., 2013).  
BAMBI s’assoĐie aveĐ les ƌĠĐepteuƌs de tǇpe ϭ de la faŵille TGFβ et iŶhiďe la sigŶalisatioŶ 
TGFβ et BMP (Onichtchouk et al., 1999). Le Corécepteur TrkC est un inhibiteur spécifique des BMP, 
du fait de son association avec le récepteur de type 2 BMPR2. ROR2, un récepteur tyrosine kinase se 
liant à ALK6 inhibe la signalisation SMAD dépendante de la voie BMP tout en favorisant les voies 
SMAD indépendantes (Sammar et al., 2004). 
 
Les régulateurs de l’activité des BMPs 
Les ligands de la famille BMP interagissent avec des protéines qui vont avoir une action 
antagoniste ou activatrice sur la signalisation.  
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On retrouve parmi les antagonistes des BMPs la Noggine, le TSG (Twisted gastrul ation), la 
Follistatine, BMPER (BMP binding Endothelial cell Precursor-derived Regulator), les membres de la 
famille Chordine et DAN. Ces protéines de taille variable, monomériques ou dimériques, présentent 
toutes uŶ Ŷœud ĐǇstĠiƋue. Elles inhibent la voie de signalisation BMP en séquestrant le ligand. 
L’affiŶitĠ de Đes aŶtagoŶistes pouƌ les BMPs est vaƌiaďle. Paƌ eǆeŵple, la NoggiŶe lie aveĐ uŶe foƌte 
affiŶitĠ BMPϮ, BMPϰ, BMPϳ, GDFϱ ŵais Ŷ’iŶhiďe pas l’aĐtivitĠ de BMPϵ et BMPϭϬ (Seemann et al., 
2009). La ChoƌdiŶe Ŷ’eǆeƌĐe soŶ aĐtivitĠ iŶhiďitƌiĐe Ƌue suƌ BMPϮ, BMPϰ et BMPϳ. Les effets de Đes 
antagonistes sont contexte- et concentration-dépendants. Par exemple, le TSG forme un complexe 
triméƌiƋue aveĐ la ChoƌdiŶe et la BMPϰ Ƌui peƌŵet d’iŶhiďeƌ l’aĐtivitĠ de la BMP eŶ staďilisaŶt le 
Đoŵpleǆe daŶs l’os. Mais, le TSG peut ĠgaleŵeŶt avoiƌ uŶ effet aĐtivateuƌ de la voie BMP eŶ 
favorisant le clivage du complexe BMP/Chordine via la protéase Tolloide, dans le thymus. De la 
même façon, BMPER inhibe BMP4 à des fortes concentrations mais active la voie BMP à de faibles 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ faĐilitaŶt l’iŶteƌaĐtioŶ ligaŶd/ƌĠĐepteuƌ (Umulis et al., 2009). 
 
Les récepteurs solubles 
Certains récepteurs de la faŵille TGFβ existent sous une forme soluble en plus de leur forme 
transmembranaire canonique. Comme pour de nombreux autres récepteurs et molécules 
d’adhĠsioŶ, leur domaine extracellulaire peut être libéré dans le milieu. Il peut alors fonctionner 
comme un piège qui séquestre le ligand ou comme un transporteur qui permet au ligand de 
signaliser sur des types cellulaires ne possédant pas le récepteur sous sa forme transmembranaire .  
 
Deux mécanismes sont décrits pour conduire à la libération des formes solubles des récepteurs : 
L’Ġpissage alteƌŶatif et le Đlivage pƌotĠolǇtiƋue du doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe.  
 
Les ƌĠĐepteuƌs soluďles peuveŶt ġtƌe pƌoduits à paƌtiƌ d’uŶ vaƌiaŶt d’Ġpissage daŶs leƋuel 
l’eǆoŶ du doŵaiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe est aďseŶt. Des épissages alternatifs ont notamment été 
décrits pour des récepteurs ALK5 et ALK7. Les effets de sALKϳ Ŷ’oŶt pas ĠtĠ dĠĐƌits, et sALKϱ est 
capable de se lier à TGF-βϭ et TGFB‘Ϯ et de sigŶaliseƌ (Choi, 1999) (Roberts et al., 2003).  
 
Le clivage protéolytique conduisant à la libération du domaine extracellulaire dans le milieu 
est le mécanisme qui est le plus commun. Les enzymes responsables de ce clivage sont nommées 
« sheddases » et il en existe 2 grandes classes : les ADAM (A Disintegrin And Metaloproteinase ) et 
les MMP (Matrix MetaloProtéases (Hayashida et al., 2010). Ces enzymes sont caractérisées par la 
pƌĠseŶĐe d’uŶ ioŶ )Ŷ2+ dans leur site catalytique, et elles sont inhibées par un inhibiteur à large 
spectre nommé GM6001.Le clivage protéolytique est décrit des récepteur de type 1 et des 
corécepteur. Des stratĠgies thĠƌapeutiƋues ƌeposaŶt suƌ l’utilisatioŶ de foƌŵes soluďles des 
récepteurs sont actuellement développées. Elles seront développées dans la partie résultats. 
 
Récepteurs de type 1 : 
ADAM17, une des sheddases les plus étudiées, est capable de cliver ALK5, le récepteur de 
TǇpe I du TGFβ. Ce clivage entraîne une diminution de la présentation de ALK5 à la membrane et en 
conséquence une diminution de la signalisation TGF-b et de ses effets anti-prolifératifs.  Au sein des 
récepteurs de la famille TGFβ, les effets d’ADAMϭϳ seŵďleŶt ġtƌe spĠĐifiƋues puisƋue ADAMϭϳ est 
incapable de cliver ALK1,2,3,4 et 6 et le récepteur de type 2 TGFBR2 (Liu et al., 2009). Le clivage par 
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ADAM17 peut également conduire la libération du domaine intracellulaire de ALK5 qui est transloqué 
dans le noyau, et agit ensuite comme un régulateur transcriptionnel (Mu et al., 2011).  
 
Des formes solubles de ALK3, ALK6 et BMPR2 ont également été détectées dans des milieux 
ĐoŶditioŶŶĠs de Đultuƌes pƌiŵaiƌes d’ostĠoďlastes stiŵulĠs aveĐ du PMA ;Phoƌďol MǇƌistate AĐetateͿ 
ou avec la cytokine proinflamatoire IL-ϭβ. Le PMA est un activateur de la protéine kinase C (PKC) et 
de la signalisation Erk MAP kinases connu pour activer les « sheddases », et notamment ADAM17. En 
l’aďseŶĐe de tƌaŶsĐƌipts alteƌŶatifs, les auteuƌs ĐoŶĐlueŶt Ƌue les foƌŵes  soluďles oďseƌvĠes 
provieŶŶeŶt d’uŶ Đlivage pƌotĠolǇtiƋue  (Singhatanadgit et al., 2006).    
 
Corécepteurs : 
Les corécepteurs de la famille TGFβ peuvent aussi être clivés et circuler dans le sérum, 
Đoŵŵe Đ’est le Đas pouƌ l’eŶdogliŶe et le ďetaglǇĐaŶ. Les tauǆ sĠƌiƋues d’eŶdogliŶe soluďle ;sENG) 
corrèlent avec la sévérité de la pré-ĠĐlaŵpsie, uŶ  sǇŶdƌoŵe d’hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle spĠĐifiƋue de 
la gestation dont la prévalence est estimée entre 3 et 5% des grossesses. Ce syndrome est une cause 
ŵajeuƌe de ŵoďiditĠ et de ŵoƌtalitĠ ŵateƌŶelle et fœtale.  sENG inhibe la liaison du TGFβ suƌ Tβ‘II 
et inhibe la formation de capillaires in vitro (Venkatesha et al., 2006). La protéase responsable du 
sheddiŶg de l’eŶdogliŶe est MMPϭϰ (appelée aussi MT1-MMP) (Hawinkels et al., 2010).  
 
A l’iŶstaƌ de l’eŶdogliŶe, les foƌŵes solubles et membranaires du betaglycan exercent des 
effets opposés, le betaglycan soluble (sBG) étant un inhibiteur des actions du TGFβ. Le sBG est lui 
aussi généré par clivage protéolytique et la protéase impliquée est MMP14 (Velasco-Loyden et al., 
2004). 
 
Le domaine extracellulaiƌe de l’hĠŵojuvĠliŶe est aussi ĐlivĠ, soit paƌ de pƌo-protéines 
convertases de type furine,  soit par la matriptase-2. Les sites de clivages sont alors différents et la 
foƌŵe liďĠƌĠe iŶhiďe la sigŶalisatioŶ daŶs le pƌeŵieƌ Đas, Đe Ƌu’elle est iŶĐapaďle de faire dans le 
second (Maxson et al., 2010).   
 
Modulations intra-cellulaires 
Un aspect important de la signalisation est la durée et la force du signal, qui sont liées à son 
déclenchement et à son arrêt. Le déclenchement du signal a déjà été traité dans les paragraphes 
précédents, il correspond à la liaison du ligand à son récepteur et à toutes les modulations qui 
peuvent affecter cette liaison. Les paragraphes qui suivent présenteront les différents processus 
ĐoŶduisaŶt à l’eǆtiŶĐtioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe du sigŶal  (Figure 48).  
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Figure 48 Les régulations négatives de la signalisation SMAD.  
D’apƌğs (Itoh and ten Dijke, 2007). 
 
Des phosphatases peuveŶt iŶteƌveŶiƌ au Ŷiveau des ƌĠĐepteuƌs. C’est paƌ eǆeŵple le Đas de la 
protéine Dullard, une sérine-thréonine phosphatase qui régule négativement la voie BMP en 
déphosphorylant les récepteurs, mais également en favorisant leur dégradation par le protéasome 
(Satow et al., 2006).  
 
Les I-SMAD, Ƌui soŶt iŶduits eŶ ƌĠpoŶse à l’aĐtivatioŶ des voies SMAD, oŶt  des effets 
inhibiteurs de différents ordres. Ils entrent en compétition avec les R-SMAD pour la liaison aux 
récepteurs de type I activés et pour la liaison à SMAD4. Ils recrutent SMURF1 et SMURF2, des E3-
ubiquitine ligases qui vont induire la dégradation des récepteurs de type I (Itoh and ten Dijke, 2007). 
SMU‘Fϭ et SMU‘FϮ, ŵais aussi d’autƌes uďiƋuitiŶes ligases, soŶt paƌ ailleuƌs iŵpliƋuĠs daŶs la 
dégradation des R-SMAD et de SMAD4. 
 
D’autƌes ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles régulent également la signalisation de la famille 
TGFβ. SMADϳ peut paƌ eǆeŵple ġtƌe aĐĠtǇlĠ ou polǇ-ubiquitiné sur les 2 mêmes résidus lysine, 
l’aĐĠtǇlatioŶ eŵpġĐhaŶt l’uďiƋuitiŶatioŶ et doŶĐ la dĠgƌadatioŶ de SMADϳ (ten Dijke and Hill, 2004). 
Il faut ĠgaleŵeŶt, daŶs Đette ďalaŶĐe fiŶeŵeŶt ĠƋuiliďƌĠe, teŶiƌ Đoŵpte de l’aĐtivitĠ des dĠ -
ubiquitinases et des desacétylases. La sumoylation, un autre type de modification post-
traductionnelle, iŶteƌvieŶt ĠgaleŵeŶt daŶs la ƌĠgulatioŶ de la sigŶalisatioŶ. A titƌe d’eǆeŵple, la 
suŵoǇlatioŶ d’ALKϱ augŵeŶte le ƌeĐƌuteŵeŶt et la phosphoƌǇlatioŶ de SMADϯ (Lonn et al., 2009).  
 
L’affiŶitĠ iŶtƌiŶsğƋue des SMAD pouƌ l’ADN est ƌelativeŵeŶt faiďle. L’aĐtivitĠ 
transcriptionnelle des SMAD requiert donc la présence la présence de facteurs de transcription ou de 
co-activateurs transcriptionnels.  Le recrutement de co-répresseurs transcriptionnels des SMAD, tels 
c-Ski, SŶoN et TGIF, ĐoŶstitue uŶ ŵoǇeŶ d’iŶhiďitioŶ de la voie SMAD. SnoN est par ailleurs une cible 
diƌeĐte du TGFβ (Itoh and ten Dijke, 2007).    
 
La terminaison de la signalisation SMAD s’effeĐtue ĠgaleŵeŶt au Ŷiveau ŶuĐlĠaiƌe paƌ des 
phosphatases. Les phosphatases PDP1, PDP2 et PPM1A sont par exemple impliquées dans la 
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déphosphorylation du domaine C-terminal des SMAD et plus particulièrement dans la terminaison de 
la signalisation BMP (Itoh and ten Dijke, 2007).   
 
 
III. Fonctions  
La faŵille BMP possğde des foŶĐtioŶs plĠïotƌopiƋues. J’illustƌeƌai ƋuelƋues -unes de ces 
fonctions mais je me concentrerai surtout sur les effets des BMP sur le système cardio vasculaire.   
 
1. Les fonctions majeures 
De manière très précoce, les BMP sont impliqués dans la gastrulation et le développement 
des annexes extra-eŵďƌǇoŶŶaiƌe aiŶsi Ƌue daŶs l’asǇŵĠtƌie de l’eŵďƌǇoŶ.  
 
Les BMPs soŶt d’iŵpoƌtaŶts faĐteuƌs ƌĠgulaŶt la ĐhoŶdƌogeŶğse et l’ostéogenèse durant le 
développement embryonnaire (Hogan, 1996). Les BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7 et BMP9 
possèdent les effets ostéogéniques les plus foƌts. A l’âge adulte, BMP4 est surexprimé dans les fibro-
dysplasies ossifiantes progressives. A l’heure actuelle, BMP2 est utilisée en clinique pour ses 
capacités ostéoinductrices.  
 
Les BMPs interviennent également dans la formation des précurseurs hématopoïétiques. Le 
rôle de BMP4 a par exeŵple ĠtĠ ŵis eŶ ĠvideŶĐe daŶs l’iŶduĐtioŶ de l’ĠƌǇthƌopoïğse huŵaiŶe. BMPϰ, 
à de faibles concentrations, induit la prolifération des progéniteurs érythroïdes  (Fuchs et al., 2002). 
BMP2, BMP4 et l’AĐtiviŶe-A soŶt iŵpliƋuĠs daŶs l’ĠƌǇthopoïğse huŵaiŶe  (Maguer-Satta et al., 2003) 
et BMP4 régule la différenciation des mégacaryocytes (Jeanpierre et al., 2008). 
 
La ƌĠgulatioŶ de l’adipositĠ fait ĠgaleŵeŶt iŶteƌveŶiƌ la faŵille des BMP. BMPϰ est 
considérée comme la protĠiŶe favoƌisaŶt l’adipogeŶğse ďlaŶĐhe, taŶdis Ƌue BMPϳ oriente les 
précurseur mésenchymateux vers une différenciation adipocitaire brune  (Zamani and Brown, 2011). 
La signalisation BMP est également importante dans le maintien de l’Ġtat pluƌipotent des 
cellules souches embryonnaires et somatiques (Ying et al., 2003) (Watabe and Miyazono, 2009). De 
plus, la signalisation BMP synergise avec les facteurs de transcription OKMS (Oct4, Klf4, c-Myc et 
Sox2) au cours du processus de reprogrammation de cellules somatiques en cellules souches  
(Samavarchi-Tehrani et al., 2010). 
 
2. Le développement cardiaque 
Les ligands 
BMP2 a été historiquement le premier membre de la famille impliqué dans le 
développement cardiaque. Les embryons Bmp2-/- meurent à mi-gestation et présentent un retard 
daŶs le dĠveloppeŵeŶt ĐaƌdiaƋue de ŵġŵe Ƌu’uŶe loĐalisatioŶ aŶoƌŵale du Đœuƌ  (Zhang and 
Bradley, 1996). L’iŶvalidatioŶ de BMPϰ daŶs les ĐaƌdioŵǇoĐǇtes a permis de révéler son rôle dans la 
septatioŶ atƌioveŶtƌiĐulaiƌe, ďieŶ Ƌu’elle Ŷ’affeĐte pas la foƌŵation du coussin atrioventriculaire (Jiao 
et al., 2003).  
 
BMP5, 6 et 7 sont redondantes dans la formation cardiaque. Les doubles invalidations de 
BMP5/BMP7 et de BMP6/BMP7 sont létales, entre autre du fait de défauts cardiaques. Les souris 
iŶvalidĠes pouƌ uŶ seul de Đes gğŶes Ŷ’oŶt auĐuŶ phĠŶotǇpe ĐaƌdiaƋue . BMP5 et 7 sont exprimés 
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dans le croissant cardiaque et au cours des évènements ultérieurs.  Leur absence cause un délai dans 
la foƌŵatioŶ du Đœuƌ, Ƌui ĐoŶtiŶue ŶĠaŶŵoiŶs à se foƌŵeƌ, d’uŶe ŵaŶiğƌe dĠsoƌgaŶisĠe ; absence de 
septation et trabéculation réduite). Les embryons présentent également un développement anormal 
des arches branchiques et meurent à E10.5 (Solloway and Robertson, 1999). L’iŶvalidatioŶ ĐoŵďiŶĠe 
de BMP6 et de BMP7 conduit pour sa part à des défauts dans la formation des coussins 
atriventriculaires et de l’OFT (outflow tract), et en conséquence à des problèmes de formation des 
valves cardiaques. La septation des chambres est également affectée et les embryons meurent entre 
E10.5 et E15.5 (Kim et al., 2001).   
 
BMP10, dont les fonctions cardiaques seront décrites en détail plus loin, est une cytokine 
cardiaque majeure. Elle est impliquée dans la prolifération des cardiomyocytes à mi -gestation et est 
en conséquence déterminante dans le processus de trabéculation (Chen et al., 2004). Elle est 
d’ailleurs largement exprimée dans les trabécules et son invalidation est létale à mi-gestation (Chen 
et al., 2004). 
 
Récemment, des expériences de parabiose hétérochronique ont permis de mettre en 
évidence le rôle de BMP11 dans la protection coŶtƌe l’hǇpeƌtƌophie ĐaƌdiaƋue liĠe à l’âge. Ces 
eǆpĠƌieŶĐes ĐoŶsisteŶt à joiŶdƌe et à apposeƌ les tissus de Ϯ aŶiŵauǆ de ŵaŶiğƌe à Đe Ƌu’ils 
développent une circulation commune. Les tauǆ de BMPϭϭ diŵiŶuaŶt aveĐ l’âge, le fait de ƌelieƌ uŶ 




L’iŶvalidatioŶ d’Alk2 et d’Alk3 conduit à une létalité embryonnaire au stade de la 
gastrulation. CepeŶdaŶt l’iŶvalidatioŶ de Alk3 dans les cardiomyocytes a permis de mettre en 
évidence son implication dans la trabéculation, la compaction du myocardium, la septation et dans la 
formation des coussins endocardiaux.  Ce dernier processus dĠpeŶd d’uŶe pƌoduĐtioŶ de TGFβ2 
ALK3-dépendante qui va agir de manière paƌaĐƌiŶe pouƌ favoƌiseƌ l’EŶdMT (Endothelial-to-
mesenchymal transition) au niveau du coussin atrioventriculaire (Gaussin et al., 2002). L’invalidation 
ĐoŶditioŶŶelle d’Alk2 daŶs les Đellules de l’eŶdoĐaƌde ĐoŶduit aussi à des dĠfauts daŶs l’iŶduĐtioŶ de 
l’eŶdoMT et eŶtƌaîne en conséquence des anomalies de formation des valves et du septum (Wang et 
al., 2005). Le récepteur de type II BMPR2 joue probablement un rôle dans ce processus puisque des 
défauts de valves et de septatioŶ de l’OFT sont observés chez les souris exprimant une forme de 
BmprII dépourvue de site de liaison aux ligands (Delot et al., 2003). La souris ActrIIb-/- présente aussi 
de multiples anomalies cardiaques incluant des défauts de septation atrioventriculaires (Oh and Li, 
1997).   
 
Pour ce qui est des ĐoƌĠĐepteuƌs, l’Endogline apparaît être impliquée dans le développement 
cardiaque. Les embryons Eng-/- présentent des ventricules et des OFT dilatĠs aiŶsi Ƌu’uŶ loopiŶg 
cardiaque anormal (Arthur et al., 2000). Le betaglycan est aussi impliqué dans la trabéculation et la 
septation. Les embryons invalidés pour le betaglycan présentent en effet des défauts dans ces 2 




L'invalidation de Smad5 entraîne un défaut dans l'enroulement du tube cardiaque létal au 
stade embryonnaire (Chang et al., 2000).  L'invalidation de Smad6 entraîne une hyperplasie 
cardiaque ainsi qu'un défaut des valves et du septum entraînant une rapide mortalité postnatale  
(Galvin et al., 2000). L'invalidation de Smad4 dans les cellules endothéliales conduit aussi à des 
malformations cardiaques avec un Đœuƌ élargi, et une absence du coussin endocardiaque (Lan et al., 
2007). 
 
3. Le développement vasculaire 
Les ligands 
Les invalidations des BMPs n'ont pas donné de phénotype vasculaire, peut-être suite à une 
redondance entre les BMPs. Certains embryons invalidés pour BMP4 présentent des défauts dans la 




Deux invalidations conditioŶŶelles d’Alk3 ont été réalisées. L'invalidation d'ALK3 dans les 
cellules VEGFR2-positives est létale à  E10.5 des  suites de malformations cardiaques mais surtout de 
graves anomalies vasculaires. Ce sont des défauts de maturation des vaisseaux qui sont observés, 
avec notamment un faible recrutement de VSMC (Park et al., 2006). L'inactivation d'ALK3 dans les 
cellules de muscle lisse et les cardiomyocytes  aboutit aussi à un défaut de recouvrement des cellules 
des VSMC (El-Bizri et al., 2008). Cette redondance des phénotypes suggère un rôle d'ALK3 et de ses 
ligands davantage les VSMC que dans les cellules endothéliales.   
 
ALK1 est un récepteur clé dans le déroulement de l'angiogenèse physiologique. Les souris 
invalidées pour Alk1 meurent autour de E10.5 suite à des défauts d'angiogenèse (Urness et al., 2000) 
(Oh et al., 2000). Dans ces souris, le plexus vasculaire se forme normalement, mais le réseau 
vasculaire ne peut pas se développer que ce soit dans le sac vitellin ou dans l'embryon. Ces embryons 
présentent entre autre une vascularisation dilatée et immature du sac vitellin et des fistules artério-
veineuses, avec notamment une fusion de l'aorte dorsale et de la veine cardinale. Le  recrutement 
des VSMC est également défaillant. L'invalidation du gène orthologue de Alk1 chez le  poisson zèbre, 
« violet beauregarde » (vbg) aboutit aussi à une létalité embryonnaire consécutive à une 
angiogenèse défaillante (Roman et al., 2002). La délétion d'Alk1 dans les cellules endothéliales 
spécifiquement a été faite en 2008 (Park et al., 2008). Les auteurs ont exprimé la recombinase CRE 
sous le contrôle d'un promoteur L1 qui est activé après E10.5 ce qui permet de ne pas interférer avec 
la formation cardiaque. Les  vaisseaux du sac vitellin sont tortueux, dilatés avec des connexions 
directes anormales entre des veines et des artères. Cette invalidation est létale. La délétion 
inductible d'ALK1 dans les cellules endothéliales a permis d'étudier le rôle d'ALK1 dans la  
vascularisation adulte. L'invalidation à l'âge adulte conduit aussi à une létalité dans les deux semaines 
pour les femelles et trois pour les mâles. Cette létalité est liée au développement de malformations 
artério-veineuses (Park et al., 2009).  
 
Concernant les récepteurs de type 2, la délétion totale de Bmpr2 est létale (Delot et al., 
2003). En 2007, une souris transgénique surexprimant un shRNA (short hairpin RNA) qui réduit  de 70 
à 90 % l'expression de BMPR2 a été créée (Liu et al., 2007). Cette souris est viable mais présente 
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après la naissance des dilatations des vaisseaux et un défaut de recouvrement par les VSMC, des 
anomalies qui peuvent entraîner des hémorragies.   
 
L'invalidation de l'endogline, récepteur de type 3, entraîne une mortalité embryonnaire suite 
à des défauts vasculaires très importants. Les défauts dans la vascularisation du sac vitellin et de 
l'embryon ainsi que dans le recouvrement par les cellules de muscle lisse ressemblent à ceux 
rencontrés lors de l'invalidation d'ALK1 (Bourdeau et al., 1999) (Li et al., 1999) (Arthur et al., 2000). 
L'invalidation postnatale de l'endogline dans les CE altère l'angiogenèse de la rétine (Mahmoud et al., 
2010). L’aŶgiogeŶğse est totaleŵeŶt aŶoƌŵale aveĐ uŶ défaut de migration et une augmentation de 
la prolifération des cellules endothéliales. Des jonctions artério-veineuses directes sont aussi 
observées, faisant penser au phénotype de la maladie de Rendu-Osler. L'invalidation de bétaglycan 
entraîne une létalité embryonnaire à E 14.5. Les eŵďƌǇoŶs ŵeuƌeŶt d’uŶe iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue 
causée par un réseau coronaire peu développé qui trouve son origine dans un défaut de 
vasculogenèse (Compton et al., 2007). 
 
Les Smads 
L'invalidation de Smad5 donne un phénotype vasculaire proche de celui de l'invalidation 
d'Alk1 et de l'endogline (Chang et al., 1999) (Yang et al., 1999). Paƌ ĐoŶtƌe, l’iŶvalidatioŶ 
conditionnelle de Smad5 dans les CE ou les VSMC ne donne aucun phénotype (Umans et al., 2007), 
ce qui suggère une redondance avec Smad1 et 8. En effet, la double invalidation de Smad1 et Smad5 
dans les CE entraîne une dérégulation du bourgeonnement, en lien avec une altération de la voie 
NOTCH (Moya et al., 2012). Des défauts mineurs de l'angiogenèse du sac vitellin sont observés chez 
les souris Smad1-/- (Lechleider et al., 2001). L'invalidation de Smad8 est viable et entraîne  chez les 
adultes des défauts dans la vasculature pulmonaire  avec une hyperplasie des VSMC et un 
épaississement de la média (Huang et al., 2009).  
 
La délétion spécifique de Smad4 dans les CE est létale à E10.5 des suites de défauts 
cardiovasculaires, avec notamment une diminution du bourgeonnement des vaisse aux et du 
remodelage vasculaire (Lan et al., 2007). En plus de leurs défauts cardiaques, les quelques souris 
viables Smad6-/- présentent une calcification vasculaire et une hypertension systémique (Galvin et 
al., 2000). 
 
La signalisation Smad-indépendante 
L'invalidation de Tak1, une kinase activée, entre autre, lors de la signalisation Smad 
indépendante, conduit à un phénotype en tout point semblable à celui de l'inactivation d'Alk1 que ce 
soit chez la souris ou chez le poisson zèbre (Jadrich et al., 2006). L'invalidation d'Alk1 et de Tak1 dans 
le poisson zèbre donne des défauts angiogéniques encore plus prononcés. Par contre la 
surexpression de Tak1 dans un poisson zèbre invalidé pour Alk1 restaure partiellement un phénotype 
normal (Jadrich et al., 2006).  
 
Les gènes cibles de la voie BMP 
Les Inhibiteurs de la différenciation (Id) 1 et 3 sont des facteurs de transcription fortement 
induits par les BMPs via la voie Smad (Korchynskyi and ten Dijke, 2002). La double invalidation de ces 
deux gènes donnent un phénotype létal à E13.5 avec notamment des défauts d'angiogenèse 
(vaisseaux dilatés, hémorragies craniales) (Lyden et al., 1999) . 
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4. Les pathologies humaines de la voie BMP 
Les pathologies humaines héréditaires  liées à la voie des BMP sont nombreuses. Quelques 
exemples de pathologies sont présentés dans le Tableau 10. Les pathologies vasculaires (maladie de 
Rendu-Osler et Hypertension Artérielle Pulmonaire) sont détaillées dans les 2 paragraphes suivants.   
 
 
Tableau 10 Pathologies humaines liées à la signalisation BMP. 
D’apƌğs (Massague et al., 2000) et  http://ghr.nlm.nih.gov/BrowseConditions  
 
La maladie de Rendu-Osler 
L’HHT ou maladie de Rendu-Osler, du nom des médecins ayant caractérisé cette pathologie, 
est une maladie génétique autosomique dominante à pénétrance quasi-complète (98% au- delà de 
50 ans) et expression variable. Son incidence est de 1/10000 habitants. Dans certaines régions,  
Đoŵŵe le Haut Juƌa FƌaŶçais, l’iŶĐideŶĐe peut atteiŶdƌe ϭ/ϯϬϬϬ haďitaŶts.  Les symptômes de la 
maladie n'apparaissent pas à la naissance, mais se développent avec l'âge. Les critères diagnostiques 
oŶt ĠtĠ Ġtaďlis loƌs d’uŶe ĐoŶfĠƌeŶĐe de ĐoŶseŶsus à Cuƌaçao (Shovlin et al., 2000). Quatre critères 
sont observés : 1) la survenue d'épistaxis ( saignements de nez, présents chez 95 % des patients), 2) 
la présence de télangiectasies (dilatations des petits vaisseaux périphériques) au niveau de la peau 
ou des muqueuses buccales (présentes chez 84 % des patients), 3) l'atteinte viscérale (télangiectasies 
pouvant être hémorragiques dans le tube digestif et/ou fistules artério-veineuses dans certains 
organes), 4) l'histoire familiale (positive chez 98 % des patients) (Plauchu et al., 1989). Un patient est 
déclaré malade s'il est positif pour au moins trois des critères (Dupuis-Girod et al., 2010).   
 
Trois gènes sont responsables de cette pathologie. La grande majorité des cas (> 80 %) est 
causée par des mutations du gène ENG codant pour l'endogline et responsable de HHT-1 (McAllister 
et al., 1994), ou du gène ACVRL1, codant pour ALK1 et responsable de HHT-2 (Johnson et al., 1996). 
Des mutations de MADH4, codant pour Smad4, sont retrouvées sur des patients atteints d'une 
combinaison du syndrome de la polyposie juvénile (causé aussi par des mutations d'ALK3) et HHT 




L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
L’HTAP ƌegƌoupe diffĠƌeŶtes ŵaladies ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ uŶe pƌolifĠƌation cellulaire anormale 
qui entraîne une augmentation de la résistance artérielle pulmonaire, une occlusion de la micro-
vascularisation pulmonaire et une défaillance ventriculaire droite. Le diagnostic est posé par un 
cathétérisme cardiaque droit qui met en évidence une tension artérielle pulmonaire moyenne 
supĠƌieuƌe à ϮϱŵŵHg au ƌepos ;ou ϰϬŵŵHg à l’effoƌtͿ. L’HTAP est uŶe ŵaladie ƌaƌe doŶt l’iŶĐideŶĐe 
est de Ϯ Đas pouƌ ϭ ŵillioŶ d’haďitaŶts. EŶviƌoŶ ϭϬ% des HTAP soŶt d’oƌigiŶe faŵiliale. Les HTAP 
familiales sont associés à des mutations du récepteur BMPR2 et plus rarement d’ACVRL1, ENG, et 
SMAD8  (Fujiwara et al., 2008). 
 
 
IV. BMP9 et BMP10 
1. Structure, Synthèse et Formes circulantes 
BMP9 (appelée aussi GDF2) constitue avec BMP10 une sous-famille de la famille TGFβ. BMP9 
est synthétisé sous forme de dimère associé de manière non covalente à son prodomaine. La forme 
mature de BMP9 et le complexe BMP9/prodomaine sont tous deux actifs dans différents tests 
biologiques (Brown et al., 2005). Le travail de Marie Bidart a permis de faire avancer les 
connaissances sur les formes circulantes et le processing de BMP9. Chez l’hoŵŵe, le site 
d’eǆpƌessioŶ pƌiŶĐipal de BMPϵ est le foie, et plus pƌĠĐisĠŵeŶt, les hĠpatoĐǇtes et les Đellules 
épithéliales des canaux biliaires. Elle circule sous 2 forŵes, uŶe foƌŵe aĐtive, Đ’est à dire capable 
d’activer le récepteur Alk1, et une forme inactive, incapable de le faire. La forme active circulante 
correspond à la forme mature de BMP9 associée à son prodomaine, tandis que le BMP9 inactif 
correspond à la forme dimérique non-processée. La furine est capable d’aĐtiveƌ Đette foƌŵe iŶaĐtive 
non-processée (Figure 49) (Bidart et al., 2012). BMPϵ ĐiƌĐule à des tauǆ de l’oƌdƌe 6ng/mL chez 
l’adulte (David et al., 2008).  
 
Figure 49 Les différentes formes de BMP9 et de BMP10 et leur activité. 
Pouƌ BMPϵ, l’aĐtivitĠ est dĠfiŶie Đoŵŵe la ĐapaĐitĠ à aĐtiveƌ le ƌĠĐepteuƌ Alkϭ et à dĠĐleŶĐheƌ uŶe ƌĠpoŶse 
Smad dépendante (Bidart et al., 2012). Pouƌ BMPϭϬ, l’aĐtivitĠ ĐoƌƌespoŶd à la ĐapaĐitĠ à iŶduiƌe l’eǆpƌessioŶ du 
gène Id3, un gène Smad dépendant de la voie BMP (Sengle et al., 2011). Les formes de BMP9 soulignées en 
rose sont les formes plasmatiques circulantes humaines. Les formes circulantes plasmatiques de BMP10 ne 
sont pas connues. Les éclairs roses symbolisent le clivage et sont associés à la protéase impliquée. 
 
BMPϭϬ est pƌiŶĐipaleŵeŶt uŶe ĐǇtokiŶe ĐaƌdiaƋue, ďieŶ Ƌu’elle soit eǆpƌiŵĠe ĠgaleŵeŶt eŶ  
faible quantité dans le foie, les poumons (Neuhaus et al., 1999) et le cerveau (Yan et al., 2012). Au 
 81 
cours du développement embryonnaire, BMPϭϬ est eǆpƌiŵĠe daŶs la paƌtie tƌaďĠĐulĠe du Đœuƌ, 
cette expression se restreint ensuite aux oreillettes en fin de la gestation, puis uniquement à 
l’oƌeillette dƌoite peŶdaŶt la vie adulte (Chen et al., 2004). BMP10 est exprimée seulement par les 
cellules myocardiales qui forment les trabécules (Neuhaus et al., 1999).  La furine est la principale 
enzyme de clivage du prodomaine de BMP10, et elle agit principalement  dans le milieu 
intracellulaire.  Cependant, le processing de la proBMP10 peut également avoir lieu à la surface de la 
membrane plasmique (Susan-Resiga et al., 2011). Une fois le processing effectué, le prodomaine de 
BMP10 interagit avec le domaine N-terminal de la fibrilline-1, une protéine de la MEC (Sengle et al., 
2008). Et ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à BMPϵ, l’assoĐiatioŶ de BMPϭϬ ŵatuƌe aveĐ soŶ pƌodomaine forme un 
complexe inactif. Le complexe inactif de BMP10 peut être activé par clivage, et BMP1 (qui 
Ŷ’appaƌtieŶt eŶ fait pas à la faŵille des BMPͿ  apparaît ġtƌe l’eŶzǇŵe ƌespoŶsaďle de Đette aĐtivatioŶ, 
et ce de manière relativement spécifique (Figure 49) (Sengle et al., 2011). BMP10 a été décrite pour la 
première fois comme circulant dans le sérum par une approche protéomique en 2008 (Souza et al., 
2008).   
 
Les pƌotĠiŶes ƌĠgulatƌiĐes de l’eǆpƌessioŶ de BMPϵ Ŷe soŶt pas ĐoŶŶues. A Đe jouƌ, ϭϮ 





















NOTCHϭ (Grego-Bessa et al., 2007) 
B‘Gϭ (Hang et al., 2010) 
TBXϮϬ (Chakraborty and Yutzey, 2012) 
BAFϮϱϬa (Lei et al., 2012) 
















Ϭ FKBPϭϮ (Chen et al., 2004) NKXϮ.ϱ (Chen et al., 2004) 
SMADϰ (Song et al., 2007) 
PITXϮ (Tessari et al., 2008) 
PC‘Ϯ (He et al., 2012) 
Nuŵď/Nuŵďlike (Yang et al., 2012) 
I‘Xϯ I‘Xϱ (Gaborit et al., 2012) 
Tableau 11 Les pƌotĠiŶes ƌĠgulatƌiĐes de l’eǆpƌessioŶ de BMPϭϬ. 
La majorité de ces protéines sont l iées au développement cardiaque.  
 
2. Transduction du signal 
Les récepteurs 
En 2005, Brown publie les premières données sur un récepteur potentiel pour BMP9 : ALK1-
Fc inhibe BMP9 dans un test de phosphatase alkaline sur des cellules C2C12, et ALK1 montre une 
forte affinité pour BMP9 avec la technique de Biacore (Brown et al., 2005). C’est eŶ ϮϬϬϳ Ƌue BMPϵ 
et BMP10 ont réellement été identifiés comme les ligands physiologiques D’ALKϭ par notre équipe 
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(David et al., 2007a), un résultat qui a été ensuite confirmé par un autre groupe, pour ce qui est de 
BMP9.  
Dans des cellules endothéliales, les récepteurs de type 2 impliqués sont BMPRII, ACTR2A et 
ACTR2B (Scharpfenecker et al., 2007). Il faut Ŷoteƌ Ƌue l’ECϱϬ de BMPϵ pouƌ ALK1 est de l’oƌdƌe de 
50pg/mL (David et al., 2007a). Mais des fortes doses de BMP9 sont aussi capables d’aĐtiveƌ d’autƌes 
récepteurs de type 1 : ALK2 (en présence de BMPR2 ou de ACTR2 (Scharpfenecker et al., 2007). De 
plus, avant que ALKϭ Ŷ’ait ĠtĠ dĠĐƌit Đoŵŵe le ƌĠĐepteuƌ de BMP9 et de BMP10, Sabine Mazerburg 
avait montré que BMP10 pouvait interagir avec ALK3, ALK6, BMPRII et ACTR2A (Mazerbourg and 
Hsueh, 2006; Mazerbourg et al., 2005).  
L’affiŶitĠ des ligaŶds pouƌ leurs récepteurs est différente : ALK1 est activé avec des 
concentrations en ligands de l’oƌdƌe de ϱϬpg/ŵL, taŶdis Ƌue les autƌes ƌĠĐepteuƌs oŶt ďesoiŶ de 
plusieurs dizaines de ng/mL. Ces données sont importantes dans la réflexion sur le rôle de BMP9 et 
de BMPϭϬ iŶ vivo, d’autaŶt plus Ƌue BMPϵ ĐiƌĐule daŶs le plasŵa à des tauǆ de plusieuƌs Ŷg/ŵL.    
 
 ALK1 est un récepteur décrit comme étant principalement exprimé à la surface  des CE, et 
davaŶtage daŶs les aƌtğƌes Ƌue daŶs les veiŶes. CepeŶdaŶt, il seƌait ĠgaleŵeŶt pƌĠseŶt daŶs d’autƌes 
types cellulaires comme les SMC, les fibroblastes de la peau ou encore les cellules de la crête 
neurale. Il est exprimé dès E6.5 dans les sites de vasĐulogeŶğse. Que Đe soit Đhez l’hoŵŵe ou Đhez la 
souƌis, plusieuƌs vaƌiaŶts d’Ġpissage oŶt ĠtĠ ŵis eŶ ĠvideŶĐe, saŶs Ƌue les foŶĐtioŶs diffĠƌeŶtielles 
des protéines soient connues (Gonzalez-Nunez et al., 2013). 
 
La structure de ALKϭ daŶs sa liaisoŶ à BMPϵ a ĠtĠ ƌĠalisĠe l’aŶŶĠe passĠe paƌ Ϯ gƌoupes, 
confirmant par cristallographie la liaison entre BMP9 et ALK1 (Figure 50) (Townson et al., 2012) 
(Mahlawat et al., 2012). Paƌ ĐoŶtƌe, le Đoŵpleǆe aveĐ BMPϭϬ Ŷ’a pas ĠtĠ ƌĠalisĠ.  
 
 





Le domaine « poignet » de BMP9 interagit avec ALK1, tandis que le domaine des « doigts » interagit avec 
ActRIIB. (Townson et al., 2012) 
 
Les résultats du groupe de Grinberg montrent par ailleurs que BMP9 présente des affinités 
diffĠƌeŶtes pouƌ les  ƌĠĐepteuƌs de tǇpe Ϯ, Đe Ƌui Ŷ’est pas le Đas pouƌ BMPϭϬ.  Le récepteur de type 2 
pouƌ leƋuel BMPϵ possğde le plus d’affiŶitĠ est ACTR2B, suivi de BMPR2 et enfin ACTR2A (Figure 51). 
De plus, la foƌte affiŶitĠ d’ALKϭ pouƌ BMPϵ est liĠe à la pƌĠseŶĐe d’uŶ site d’iŶteƌaĐtioŶ 
supplémentaire (3 sites au total) par rapport aux interactions précédemment décrites de BMP2/ALK3 




Figure 51 Affinité de BMP9 et de BMP10 pour leurs récepteurs. 
D’apƌğs (Townson et a l ., 2012) 
 
La réponse induite par BMP9 est augmentée en présence du corécepteur Endogline (David et 
al., 2007a). UŶe ĠƋuipe d’AĐĐĠlĠƌoŶ Phaƌŵa a ƌĠĐeŵŵeŶt ĐoŶfiƌŵĠ l’iŵpliĐatioŶ de l’eŶdogliŶe daŶs 
la sigŶalisatioŶ BMPϵ/BMPϭϬ eŶ ŵoŶtƌaŶt Ƌue l’eŶgdogline liait spécifiquement BMP9 et BMP10 
avec une haute affinité. Son affinité pour BMP10 est cependant un peu plus faible que pour BMP9 
(Castonguay et al., 2011).  
 
La signalisation 
La signalisation canonique de BMP9 et BMP10 nécessite la phosphorylation des SMAD 1/5/8. 
BMP9 peut aussi signaliser par des voies SMAD-indépendantes. C’est le Đas daŶs le pƌoĐessus de 
migration des HMVECd qui est inhibé par une forŵe ĐoŶstitutiveŵeŶt aĐtive d’ALKϭ de manière JNK 
et ERK dépendante (David et al., 2007b). Par ailleurs BMP9 inhibe la phosphorylation de ERK dans des 
CE de poumon de souris (Liu et al., 2007). La signalisation BMP9/ALK1 serait également capable 
d’iŶduiƌe la phosphoƌǇlatioŶ de SMAD2 dans les HPAEC. Cette phosphorylation dépend du récepteur 
de tǇpe Ϯ ƌeĐƌutĠ, et Đ’est ACTRIIA Ƌui seƌait le ƌĠĐepteuƌ iŵpliƋuĠ daŶs l’aĐtivatioŶ de SMAD2 
(Upton et al., 2009).  
 
La transduction du signal BMP9/ALK1 dépend égaleŵeŶt de la pƌĠseŶĐe d’iŶhiďiteurs. Le 
groupe de Bostrom a démontré récemment que BMPER se lie et inhibe préférentiellement BMP9. 
BMPER participe au feedback négatif de la signalisation BMP/ALK1 car il est induit en réponse à 
BMP9 (Yao et al., 2012b). Le ƌôle de BMPE‘ est ĐepeŶdaŶt Đoŵpleǆe puisƋu’eŶ foŶĐtioŶ du ĐoŶteǆte 
cellulaire il peut être agoniste ou antagoniste des BMP (Yao et al., 2012b). BMP9 régule également 
positivement l’eǆpƌessioŶ de la ŶoggiŶe, uŶ autƌe iŶhiďiteuƌ des BMP  (Lopez-Coviella et al., 2005). 
Cependant, BMP9 et BMP10 présentent la particularité, parmi toutes les BMP, de ne pas être 
seŶsiďles à la ŶoggiŶe, du fait de la pƌĠseŶĐe d’uŶ ƌĠsidu paƌtiĐulieƌ daŶs leuƌ sĠƋueŶĐe  (Seemann et 
al., 2009).  
 
3. Fonctions 
Les fonctioŶs de BMPϵ et de BMPϭϬ soŶt liĠes auǆ ƌĠĐepteuƌs Ƌu’elles voŶt aĐtiveƌ. Depuis 
Ƌu’il est ĐoŶŶu Ƌue ALKϭ, eǆpƌiŵĠ à la suƌfaĐe des EC, est le ƌĠĐepteuƌ de BMPϵ et BMPϭϬ, les 
fonctions vasculaires de BMP9 et de BMP10 sont largement étudiées. Elles possèdent cependant de 
Ŷoŵďƌeuses autƌes foŶĐtioŶs liĠes à l’aĐtivatioŶ des autres récepteurs, ALK2,3 et 6. Par ailleurs, il faut 
noter que le KO de Bmp9 Ŷ’avait pas ĠtĠ dĠĐƌit loƌsƋue j’ai eŶtaŵĠ ŵa thğse. Pouƌ Đe qui est de 
Bmp10, ce KO est létal à mi-gestation du fait de graves défauts cardiaques, ce qui souligne le rôle de 
BMPϭϬ daŶs le dĠveloppeŵeŶt du Đœuƌ et feƌa l’oďjet d’uŶ paƌagƌaphe paƌtiĐulieƌ.  
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a. Ostéogenèse et Chondrogenèse. 
Comme leur nom le laisse sous-entendre, BMP9 et BMP10 possèdent des effets  
ostéogéniques et chondrogénique, ceux de BMP10 apparaissant cependant plus faibles (Bessa et al., 
2009). Chez le rat, l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ adĠŶoviƌus eǆpƌiŵaŶt BMPϵ peƌŵet de ƌĠpaƌeƌ des lĠsioŶs 
osseuses. Les effets ostéogéniques de BMP9 seraient même plus importants que ceux des autres 
BMP (BMP 2, 4, 6, 7) (Li et al., 2003). 
 
b. Système nerveux central. 
BMP9 agit également sur le système nerveux central en induisant la différenciation des 
progéniteurs neuronaux en neurones cholinergiques (Lopez-Coviella et al., 2000). BMP9 induit la 
sécrétion de NGF (nerve growth factor) par une population particulière de neurones cholinergiques, 
les BFCN (basal forebrain cholinergiques neurons), une  population qui exprime également 
spécifiquement ALK1 (Schnitzler et al., 2010).  
 
c. Homéostasie du glucose et du fer. 
EŶ lieŶ aveĐ soŶ site d’eǆpƌessioŶ pƌivilégié, le foie, BMP9 possède des fonctions au sein du 
métabolisme du fer et de celui du glucose.  
La dĠĐouveƌte de l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ daŶs le ŵĠtaďolisŵe du gluĐose date de ϮϬϬϯ (Chen 
et al., 2003) et plus pƌĠĐisĠŵeŶt d’uŶe Ġtude à gƌaŶde ĠĐhelle sĐƌeeŶaŶt les polǇpeptides sĠĐƌĠtĠs 
pouvant être impliqués dans le diabète. BMP9 participe à la baisse de la glycémie en inhibant la 
néoglucogénèse (par inhibition de l’eǆpƌessioŶ de PEPCKͿ, eŶ favoƌisaŶt la voie de sǇŶthğse des 
acides gras (augmentation de la transcription de la Malic Enzyme (ME) et de la Fatty Acid 
Synthase(FAS)), et en augmentant la synthèse de glycogène. Ces résultats ont été complétés en 2008 
par l’ĠƋuipe de SilvaŶa BoƌdiŶ Ƌui ŵoŶtƌe Ƌue l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ aŶti -BMP9 à des rats entraine une 
iŶtolĠƌaŶĐe au gluĐose et uŶe ƌĠsistaŶĐe à l’iŶsuliŶe  (Caperuto et al., 2008). Ces résultats 
pƌoŵetteuƌs Ŷ’oŶt paƌadoǆaleŵeŶt pas ĠtĠ davaŶtage eǆploƌĠs.  
 
Le feƌ est uŶ ŶutƌiŵeŶt esseŶtiel au foŶĐtioŶŶeŵeŶt de l’oƌgaŶisŵe, doŶt le tauǆ ĐiƌĐulaŶt est 
régulé par une hormone peptidique clef : l’hepĐidiŶe. L’hepĐidiŶe respoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ de la 
ferroportine, la protéine chargée du transport du fer du milieu intracellulaire vers le milieu 
extracellulaire, dans les entérocytes, les macrophages et les hépatocytes. Bien que BMP6 soit la 
pƌiŶĐipale ƌĠgulatƌiĐe de l’eǆpƌessioŶ de l’hepĐidiŶe, BMP9 régule également de manière positive 
cette expression par les cellules du foie (Truksa et al., 2006).  
 
d. Fonctions vasculaires et cellules endothéliales 
Les rôles de BMP9 et de BMP10 daŶs l’aŶgiogeŶğse sont soulignés par les données 
concernant leur récepteur ALK1. Dans un modèle murin, les souris invalidées pour Alk1 présentent 
des phénotypes létaux au cours du développement embryonnaire du fait de défauts vasculaires (Oh 
et al., 2000) (Urness et al., 2000). Chez l’hoŵŵe, des ŵutatioŶs de ALK1 sont responsables de 2 
pathologies vasĐulaiƌes, l’HǇpeƌteŶsioŶ AƌtĠƌielle PulŵoŶaiƌe  (HTAP) et la Maladie de Rendo-Osler. 
 
Les rôles de BMP9 in vitro sur les EC restent controversés. Suivant l’oƌigiŶe des EC utilisées, 
les effets de BMP9 sont anti-angiogéniques (Scharpfenecker et al., 2007) (David et al., 2007a) ou pro-
angiogéniques (Suzuki et al., 2010). In vivo, plusieurs modèles plaident pour un rôle anti-
angiogénique de BMP9  (Scharpfenecker et al., 2007) (David et al., 2008). BMP9 induit également la 
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vasoconstriction des vaisseaux de la membrane chorioallantoïdienne  (CAM) d’eŵďƌǇoŶs de 
poulet(David et al., 2008). Mais là encore, des données contradictoires existent puisque BMP9 est 
décrit comme pro-angiogenique daŶs la vasĐulaƌisatioŶ d’uŶ iŵplaŶt de Matƌigel et daŶs uŶ ŵodğle 
de tumeur pancréatique (Suzuki et al., 2010). 
 
Les données in vitro sur BMP10 daŶs l’aŶgiogenèse sont inexistantes. In vivo, dans un modèle 
de CAM, le traitement par BMP10 augmenterait significativement le nombre de vaisseaux par disque 
(Mitchell et al., 2010). Cependant, des résultats très récents, utilisant le poisson zèbre comme 
modèle, démontrent que BMP10 agit via ALK1 pour limiter le nombre de cellules endothéliales et 
participe ainsi à la stabilisation du diamètre des artères (Laux et al., 2013).  
Les foŶĐtioŶs de BMPϵ et de BMPϭϬ seŵďleŶt veƌsatiles daŶs le ĐoŶteǆte de l’aŶgiogeŶğse. 
DavaŶtage d’Ġtudes seƌaieŶt ŶĠĐessaiƌes pour comprendre les déterminants des effets opposés qui 
peuvent être observés. 
 
e. Cancer 
DaŶs le ĐoŶteǆte du ĐaŶĐeƌ de l’ovaiƌe, BMPϵ possğde  un rôle pro-prolifératif sur des lignées 
de cellules cancéreuses ovariennes et il exerce ses effets via ALK2 et la phosphorylation de Smad1. 
De manière intéressante, alors que les ovaires sains ne sécrètent pas de BMP9, 25% des tumeurs 
ovariennes le sécrètent (Herrera et al., 2009).   
 
BMP10 est dĠĐƌit Đoŵŵe iŶhiďaŶt l’agressivité des cancers du sein (Ye et al., 2010), du 
pancréas (Ye et al., 2009) et de la vessie (Zhang et al., 2013a), mais les résultats de ces études sont 
discutables, notaŵŵeŶt pouƌ Đe Ƌui est des iŵages d’IŵŵuŶo-histo chimie (zones différentes 
pƌĠseŶtĠes, aďseŶĐe du ĐoŶtƌôle saŶs aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌeͿ et de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes ;le Ŷoŵďƌe de 
Đopies Ŷ’est pas ƌappoƌtĠ à uŶ gğŶe de ŵĠŶageͿ.  
 
f. BMP10 dans le développement cardiaque 
EŶ lieŶ aveĐ soŶ site d’eǆpƌessioŶ pƌivilĠgiĠ, le Đœuƌ, l’iŶvalidatioŶ de Bmp10 est létale à mi-
gestation du fait de graves défauts cardiaques. Les embryons présentent une absence de trabécules 
daŶs la Đhaŵďƌe veŶtƌiĐulaiƌe ĐoŵŵuŶe aiŶsi Ƌu’uŶe ƌĠduĐtioŶ tƌğs iŵpoƌtaŶte de l’aĐtivitĠ 
proliférative des cardiomyocytes. De plus, le développement des coussins endocardiaux est anormal 
dans l’OFT et daŶs l’AVC,  deux sites de formation ultérieurs des valves cardiaques (Chen et al., 2004). 
L’eŶseŵďle de Đes dĠfauts est liĠ à l’iŶduĐtioŶ paƌ BMPϭϬ de faĐteuƌs ĐaƌdiogĠŶiƋues iŵpoƌtaŶts , 
NKX2.5, MEF2C (Chen et al., 2004) et TBX20 (Zhang et al., 2011b) et à l’iŶhiďitioŶ d’uŶ iŶhiďiteuƌ du 
cycle cellulaire, p57kip2 (Chen et al., 2004). L’iŶduĐtioŶ de Bmp10 doit être restreinte temporellement 
à la seconde moitié de la gestation, et dans le cas contraire les cardiomyocytes ne parviennent pas à 
passeƌ du stade de l’hǇpeƌplasie, à Đelui de l’hǇpeƌtƌophie Ƌui pƌĠvaut au Đouƌs d e la période 







Cette première partie introductive a donc décrit les remodelages cardiovasculaires qui ont 
lieu au cours de la période pĠƌiŶatale. Pouƌ ĐhaĐuŶ des tƌois pƌoĐessus, l’aŵďitioŶ Ġtait de pƌĠseŶteƌ 
les bases moléculaires sur lesquelles reposent ces remodelages.   
Dans la première partie consacrée au développement cardiovasculaire embryonnaire, le 
survol de ces bases moléculaires a été rapide du fait de la quantité de travaux traitant de ce sujet. Par 
ĐoŶtƌe, le dĠveloppeŵeŶt lǇŵphatiƋue et le ĐaŶal aƌtĠƌiel oŶt fait l’oďjet d’iŶvestigatioŶs ŵoiŶs 
nombreuses. Le travail bibliographique sur les bases moléculaires de ces 2 processus est donc plus 
eǆhaustif. Mais Đette ŵoiŶdƌe ĐoŵpleǆitĠ ;ďiďliogƌaphiƋueͿ, Ŷ’est Ƌue ƌelative.  Elle se ƌeŶfoƌĐe eŶ 
effet ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt dğs Ƌue l’oŶ s’iŶtĠƌesse eŶ dĠtail à uŶe voie de sigŶalisatioŶ et à ses 
ƌĠgulatioŶs. C’est Đe Ƌui appaƌaît daŶs la dernière partie introductive consacrée à la famille des BMP. 
La desĐƌiptioŶ et la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ d’uŶe voie de sigŶalisatioŶ, Ƌui peut s’avĠƌeƌ siŵple au pƌeŵieƌ 
abord, révèle très rapidement des niveaux insoupçonnés de régulations et de complexité.   
Le travail réalisé au cours de cette thèse, et qui va maintenant être présenté, identifie deux 
nouveaux acteurs des remodelages vasculaires périnataux : BMP9 et BMP10. Il participe donc à une 







L’ĠƋuipe du Dƌ. BaillǇ tƌavaille depuis plusieuƌs aŶŶĠes suƌ la signalisation 
BMP9/BMP10/ALKϭ. C’est elle Ƌui a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue BMPϵ et BMPϭϬ ĠtaieŶt les ligaŶds 
physiologiques de haute affinité du récepteur ALK1 (David et al., 2007a). ALK1 étant exprimé à la 
surface des cellules endothéliales et les mutations de ce récepteur causant des pathologies 
vasculaires (Maladie de Rendu-Osleƌ et  HǇpeƌteŶsioŶ AƌtĠƌielle PulŵoŶaiƌeͿ, l’ĠƋuipe a eŶsuite 
oƌieŶtĠ ses ƌeĐheƌĐhes suƌ le ƌôle de BMPϵ daŶs l’aŶgiogeŶğse. DaŶs Đe Đadƌe, elle a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue 
BMP9 était impliqué, in vitro et in vivo, daŶs la ƋuiesĐeŶĐe de l’aŶgiogeŶğse  (David et al., 2008). 
 L’iŶvalidatioŶ de Bmp9 Đhez la souƌis Ŷ’avait pas ĠtĠ puďliĠe au début de ma thèse. Par 
contre, l’iŶvalidatioŶ de Bmp10  a été décrite en 2004, elle entraîne une létalité embryonnaire du fait 
de graves défauts cardiaques (Chen et al., 2004). AveĐ l’aƌƌivĠe de la souƌis Bmp9-KO dans notre 
laboratoire au début de ma thèse, les pƌeŵieƌs ƌĠsultats suƌ la foŶĐtioŶ de BMPϵ daŶs l’aŶgiogeŶğse 
allaient pouvoir être précisés. La pĠƌiode pĠƌiŶatale, Ƌui ĐoŶstitue uŶ teŵps d’iŶteŶses ƌeŵodelages 
vasĐulaiƌes et lǇŵphatiƋues, s’est aloƌs iŵposĠe pouƌ Ġtudieƌ les ƌôles ƌespeĐtifs de BMPϵ et de 
BMP10.  
DaŶs Đe ĐoŶteǆte, l’oďjeĐtif gĠŶĠƌal de Đette thğse a ĠtĠ d’Ġtudieƌ les ƌôles ƌespeĐtifs et 
combinés de BMP9 et de BMP10 dans les remodelages vasculaires périnataux. Cette problématique a 
été abordée à travers 5 aspects.  
1- La maturation du réseau lymphatique et développement des valves, la période périnatale 
étant une phase de remodelage du réseau vasculaire lymphatique.  
 
2- L’aŶgiogeŶğse postŶatale de la ƌĠtiŶe, Ƌui est uŶ ŵodğle d’Ġtude de l’aŶgiogeŶğse 
physiologique.  
 
3- La fermeture du canal artériel, un remodelage vasculaire fondamental pour la survie du 
nouveau-né. 
 
4- La gestatioŶ, Ƌui ĐoƌƌespoŶd à uŶe ƌĠaĐtivatioŶ phǇsiologiƋue de l’aŶgiogeŶğse, fa isant de 
Đette pĠƌiode uŶ seĐoŶd ŵodğle d’Ġtude de l’aŶgiogeŶğse phǇsiologiƋue. 
 
5- La forme soluble du récepteur ALK1, un nouvel acteur potentiel dans le remodelage 





I. La maturation lymphatique et le développement des valves 
1. Contexte de l’étude : 
Depuis uŶe dizaiŶe d’aŶŶĠes, le dĠveloppeŵeŶt du ƌĠseau lǇŵphatiƋue fait l’oďjet d’Ġtudes 
de plus en plus nombreuses. En ce qui concerne ALK1, le récepteur de type 1 de BMP9 et de BMP10, 
il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’il est exprimé par les LEC comme par les CE sanguines (Niessen et al., 2010). Par 
ailleuƌs, l’iŶjeĐtioŶ du doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe d’ALK1 (ALK1-Fc) entre le jour postnatal 1 (P1) et P5, 
chez des souriceaux affecte le développement des capillaires lymphatiques de s villosités intestinales 
et de la peau de la queue et de l’oƌeille (Niessen et al., 2010) (Niessen et al., 2011). Ces résultats 
suggèrent une implication des ligands de ALK1 dans les étapes tardives du développement 
lymphatique. Par ailleurs, les souris Bmp9-KO ĠtaŶt viaďles et feƌtiles, Đela ƌeŶfoƌĐe l’idĠe Ƌue si 
BMPϵ joue uŶ ƌôle daŶs le dĠveloppeŵeŶt lǇŵphatiƋue, Đ’est pƌoďaďleŵeŶt au Đouƌs des Ġtapes 
tardives de ce développement.  
 
Dans ce contexte, nous avons évalué le rôle de BMP9 dans la maturation du réseau 
lymphatique en utilisant des souriceaux Bmp9-KO. Les souris Bmp9-KO ont été obtenues grâce à une 
collaboration avec le Dr. Teresa Zimmers et le Pr. Se-Jin Lee du Johns Hopkins University School of 
Medicine de Baltimore, dans un fond génétique C57Bl6. 
2. Résultats 
Les résultats de ce travail ont récemment été publiés dans Blood, en juin 2013, sous le titre 
« Bone morphogenetic protein 9 (BMP9) controls lymphatic vessel maturation and valve formation » 
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Bone morphogenetic protein 9 (BMP9) controls lymphatic vessel
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Key Points
• BMP9 is required for
lymphatic valve formation.
• Mice deficient in Bmp9 exhibit
reduction in lymphatic
draining efficiency.
Lymphatic vessels are critical for the maintenance of tissue fluid homeostasis and their
dysfunction contributes to several human diseases. The activin receptor-like kinase
1 (ALK1) is a transforming growth factor-b family type 1 receptor that is expressed on both
blood and lymphatic endothelial cells (LECs). Its high-affinity ligand, bonemorphogenetic
protein 9 (BMP9), has been shown to be critical for retinal angiogenesis. The aim of this
work was to investigate whether BMP9 could play a role in lymphatic development. We
found that Bmp9 deficiency in mice causes abnormal lymphatic development. Bmp9-
knockout (KO) pups presented hyperplastic mesenteric collecting vessels that main-
tained LYVE-1 expression. In accordance with this result, we found that BMP9 inhibited LYVE-1 expression in LECs in an ALK1-
dependent manner. Bmp9-KO pups also presented a significant reduction in the number and in the maturation of mesenteric
lymphatic valves at embryonic day 18.5 and at postnatal days 0 and 4. Interestingly, the expression of several genes known to be
involved in valve formation (Foxc2, Connexin37, EphrinB2, and Neuropilin1) was upregulated by BMP9 in LECS. Finally, we
demonstrated that Bmp9-KO neonates and adult mice had decreased lymphatic draining efficiency. These data identify BMP9 as an
important extracellular regulator in the maturation of the lymphatic vascular network affecting valve development and lymphatic
vessel function. (Blood. 2013;122(4):598-607)
Introduction
The lymphatic vasculature is essential for the maintenance of normal
ﬂuid balance and for the immune response. It consists of a network of
vessels that drain protein-rich lymph from the extracellular space back
to the blood circulation, which absorbs dietary fatty acids and is
involved in the trafﬁc of immune cells.1 Lymphatic vessels may also
serve as a conduit to lymph nodes and thereby participate in systemic
metastasis of cancer cells. Hypoplasia, disruption or dysfunction of
the lymphatic vessels, impair the ability of the lymphatic vasculature
to collect and transport ﬂuids and lead to lymphedema.1,2
The mammalian lymphatic system has been shown to originate
from embryonic veins. Lymphatic vessel development starts at em-
bryonic days (E) 9.5 to 10.5 in mice. After formation of the primary
lymph sacs, further expansion leads to the formation of a primary
lymphatic vascular plexus that, through subsequent remodeling and
maturation, will provide a hierarchical network of lymphatic capillar-
ies and lymphatic collecting vessels.1,3 During this vessel speciﬁca-
tion, maturation of collecting vessels is accompanied by the
downregulation of lymphatic marker molecules such as LYVE-1,
the acquisition of partial smooth muscle cell coverage, and the
formation of intraluminal valves.4-6 Lymphatic valves are essential
components that ensure unidirectional lymph ﬂow. They develop
from E15.5 to early postnatal days in mice.6 Few key molecular
regulators of their formation and/or their maturation have been
identiﬁed. It was shown that the mechanical stimulus caused by
lymph ﬂow establishes the location where valves develop by
upregulating the expression of Foxc2. Foxc2 cooperates with Prox1
to control Connexin37 (Cx37) expression and to activate NFATc1/
Calcineurin signaling.7,8 Other molecular regulators such as EphrinB2,
integrin a9, Connexin43 (Cx43), Semaphorin3a, and Neuropilin1
(Nrp-1) have been reported to be important for either lymphatic
valve formation, elongation of lymphatic valve leaﬂets, or valve
maturation.5,8-12 However, still not much is known concerning the
extracellular factors that govern valve development.
The activin receptor-like kinase 1 (ALK1) is a type 1 receptor of
the transforming growth factor-b family that is speciﬁcally expressed
on endothelial cells.13 We have previously shown that bone mor-
phogenetic protein 9 (BMP9) and BMP10 bind with high afﬁnity to
ALK1.14 BMP9 and BMP10 have been recently shown to control
postnatal retinal vascularization.15 Interestingly, ALK1 is expressed
on both blood endothelial cells and lymphatic endothelial cells
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(LECs) and it was recently shown that LECs respond to BMP9 and
BMP10 by inducing Smad6 expression; this effect is mediated by
ALK1.16 It was further shown that treatment of neonatal mice
between postnatal day 1 (P1) and P3 with the ALK1 extracellular
domain (ALK1Fc) impaired the development of the honeycomb
pattern of lymphatic vessels of the tail dermis and of the intestinal
villi.16 Therefore, these data indicated a role for ALK1 ligands in the
formation of lymphatic capillaries at early postnatal stages. We have
reported that BMP9 is present in plasma and that its circulating level
is elevated in mouse embryos just before birth and during early
postnatal life,14,15,17 consistent with a potential role for BMP9 in the
lymphatic system maturation that occurs during this period.
To investigate the role of BMP9 on lymphatic maturation and
valve formation, we used Bmp9-knockout (KO) mice, which are
viable and do not present any obvious phenotype.15 We report here
that Bmp9 deﬁciency leads to defects in both lymphatic capillaries
and collecting vessel maturation and in valve formation. This
abnormal lymphatic vascular patterning resulted in a decrease in
draining efﬁciency both in neonates and in adult mice. Several
previously identiﬁed genes and proteins involved in lymphatic
vessel maturation and valve formation were identiﬁed as molecular
targets of BMP9 (LYVE-1, Foxc2, Cx37, EphrinB2, and Nrp-1).
Taken together, these data provide evidence for a critical role of
BMP9 in the development of lymphatic vessels.
Methods
Mice
All animal studies were approved by the institutional guidelines and those
formulated by the European Community for the Use of Experimental
Animals. The generation of Bmp9-KO mice and genotyping were described
previously.15 Mice were maintained on a C57BL/6 genetic background.
Whole-mount immunofluorescent stainings
Mesenteries and skins were dissected and attached with pins on elastomer-
coated plates and ﬁxed overnight with 4% paraformaldehyde diluted in
phosphate-buffered saline (PBS). Whole-mount immunoﬂuorescent stain-
ings were performed essentially as previously described.7,18 After washes
with PBS, tissues were blocked overnight with PBS containing 2% bovine
serum albumin and 0.3% Triton X-100. They were then incubated with
primary antibodies overnight at 4°C. Primary antibodies used are listed in the
supplemental Methods. Alexa ﬂuor 488- or Cyanin-3–conjugated afﬁnity-
puriﬁed minimal crossreactivity secondary antibodies (Jackson Immuno-
Research) were used for the staining. After extensive washes, samples were
postﬁxed in 4% paraformaldehyde and mounted with Fluorsave reagent
(Calbiochem). The images were acquired and analyzed using either a ZEISS
Axio-observer Z1 inverted ﬂuorescence microscope and Axiovision 4.8
software or a LEICA scanning confocal microscope (TCS SP2). All images
were processed with Adobe Photoshop CS5 software.
LEC culture, treatment, and siRNA transfection
Human dermal LECs were obtained from LONZABiosciences and cultured
in EGM-2 medium containing endothelial cell growth supplements with 5%
fetal bovine serum. They were used between passage 5 and 7. For small
interfering RNA (siRNA) experiments, LECs were transfected with 10 nM
siRNA using RNAimax (Life Technologies) according to the manufac-
turer’s instructions. All siRNAs were purchased from Ambion (Alk1,
#s986, and siRNA scramble, AM4613). Cells were stimulated in serum-
free medium with 10 ng/mL recombinant human BMP9 (R&D Systems)
at the times indicated.
Quantitative real-time PCR
Total RNAs were extracted at the indicated times using the Nucleospin
RNA XS kit (Macherey-Nagel). First-strand cDNAs were synthesized from
1 mg total RNA by reverse transcription using the iScript system (Bio-Rad)
according to the manufacturer’s instructions. Quantitative real-time reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using
a Bio-Rad CFX96 apparatus and qPCR Master Mix (Promega). Relative
quantiﬁcation of gene expression was normalized to hypoxanthine phosphor-
ibosyltransferase (HPRT) messenger RNA (mRNA) expression level. Se-
quences of the PCR primers used are listed in supplemental Table 1.
Flow cytometry analysis
For ﬂow cytometry analysis, cells were detached by incubation for 30
minutes at 37°C in nonenzymatic cell dissociation buffer. After 2 washes
in PBS, cells were stained with LYVE-1 antibodies in PBS containing
2% bovine serum albumin for 1 hour at 4°C. The binding of the primary
antibody was revealed by incubation with Alexa ﬂuor 488–conjugated
secondary antibodies. Cells were analyzed on a FacsCalibur ﬂow cytometer
(BD Biosciences) using CellQuest software (BD Biosciences).
Lymphatic vessel tracing and analysis of lymphatic
vessel function
The functionality of the lymphatic network in adult mice was investigated
by noninvasive real-time ﬂuorescence imaging of lymphatic function
assessed after injection of hydrophobic cyanine dye–loaded nanoparti-
cles (DiD-lipidots) of 50 nm diameter into the hind limb footpads of
anesthetized adult mice. These neutral dye–loaded oily nanodroplets (with
narrow size distribution) dispersed in aqueous buffer have been shown to
display high brightness suitable for in vivo ﬂuorescence imaging.19,20
Moreover, because of their very small size (,100 nm) and their lipid
nature, these particles are relevant not only for efﬁcient lymphatic draining
through lymph vessels, but also for their partial retention into lymph
nodes.20-22 DiD-lipidots’ excitation and emission maxima were 646 and
668 nm, respectively. The DiD-lipidots’ dispersion was prepared as pre-
viously described.19 After injection of 5 mL of 10-mM dye, the mouse was
placed inside a whole body in vivo imaging system (IVIS; Caliper Life
Sciences). The uptake of DiD-lipidots by dermal lymphatic capillaries that
feed lymphatic precollector and collector vessels was followed over a 15-
minute period. Image acquisition and analysis were performed with Living
Image 3 software (Caliper Life Sciences) using the cyanine5.5 ﬂuorescence
emission ﬁlter.
Statistical analysis
Statistical data analysis was assessed using either unpaired Student t test or
Mann-Whitney U test.
Results
Bmp9 deficiency affects the development of lymphatic
collecting vessels of the mesentery
To investigate a potential involvement of BMP9 during lymphatic
collecting vessel maturation, we examined mesenteries of wild-type
(WT) and Bmp9-KO mice at P0. The analysis of chyle-containing
mesenteric collecting vessels in WT neonates revealed characteristic
constrictions reﬂecting functional valves (Figure 1A). On the other
hand, Bmp9-KO neonates displayed morphologically enlarged lym-
phatic vessels and the constrictions corresponding to valve territories
were less visible (Figure 1B). Visualization of the lymphatic vessels
by immunoﬂuorescence staining of the nuclear transcription factor
Prox1, which is restricted to the lymphatic vessels; the pan-
endothelial marker CD31 conﬁrmed these observations (Figure 1C-D).
Several areas of dense Prox1-overexpressing cells, a typical feature
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of lymphatic valves, were observed in the mesentery ofWT pups but
were missing in Bmp9-KO pups. Higher magniﬁcation views of the
mid-part of representative collecting vessels conﬁrmed lymphatic
enlargement in Bmp9-KO neonates (Figure 1E-F). Quantitative
analysis of themean section of lymphatic collecting vessels conﬁrmed
the enlarged phenotype of these vessels in Bmp9-KO as compared
Figure 1. Abnormal structure of lymphatic mesenteric collecting vessels in Bmp9-KO neonates at P0. Representative macroscopic views of mesenteric vessels in WT
(A) and Bmp9-KO (B) pups at P0. The lymphatic vessels are filled with white chyle and constrictions along the vessels reflecting the presence of valves are shown with white
arrows. Whole-mount fluorescence immunostainings of WT (C) and Bmp9-KO (D) mesenteries with CD31 (red) and Prox1 (green); arrows point to Prox1-overexpressing cells
in valve areas. Higher magnification views of the mid-part of mesenteric collecting vessels in WT (E) or Bmp9-KO (F). Enlarged vessels, as outlined by the red lines, showing
vessel sections are observed in mutants. (G) Quantification of the mean collecting vessel section in WT and Bmp9-KO pups. The mean diameter of mesenteric lymphatic
collecting vessels was calculated as the average of 4 different measurements performed using Axiovision 4.8 software throughout the length of 4 different collecting vessels
per mesentery. (H-I) Quantification of LEC number per millimeter of collecting vessel length and by square millimeter of collecting vessel surface unit in WT and Bmp9-KO
pups. Prox1-positive nuclei were counted per vessel unit length and per vessel surface unit on at least 3 collecting vessel per mesentery using Axiovision 4.8 software. Values
are the mean (6 SE) from 8 individuals per genotype. ns, not significant; ***P # .001, significantly different from WT pups by unpaired Student t test.
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with WT pups (Figure 1G). Interestingly, the number of LECs
(identiﬁed as Prox1-positive cells) per collecting vessel unit length
was signiﬁcantly higher in Bmp9-KO than in WT, whereas the
number of LECs per surface unit was not different, indicating that
this enlargement resulted from cellular hyperplasia rather than
cellular hypertrophy (Figure 1H-I). Lymphatic capillaries (identiﬁed
by lymphatic-speciﬁc hyaluronan receptor LYVE-1–positive stain-
ing) of the ventral skin of P0 neonates were also found enlarged,
with some areas of hyperdilated and sac-like disorganized lymphatic
vessels in Bmp9-KO as compared withWT newborns (supplemental
Figure 1, left panel). On the other hand, the sprouting of lymphatic
capillaries from the dorsal skin at E15.5 was not signiﬁcantly
different in Bmp9-KO as compared with WT mice (supplemental
Figure 1, right panel). Interestingly, the blood vasculature of P0
Bmp9-KO neonates (ventral skin) was not affected (supplemental
Figure 2).
BMP9 regulates LYVE-1 expression
A loss of LYVE-1 expression is observed during the maturation of
collecting vessels.5,6 Therefore, to explore whether the enlarged
collecting vessels observed in Bmp9-KO pups could be due to
abnormal maturation, P0 mesenteric collecting vessels were stained
with LYVE-1 and Prox1. LYVE-1 expression was very low in WT-
collecting vessels at P0. In contrast, therewas still a detectable LYVE-1
immunoreactivity in Bmp9-KO pups, suggesting an impairment of
lymphatic collecting vessel maturation in the absence of BMP9
(Figure 2A).We also found that recombinant BMP9 inhibited LYVE-1
expression in primary cultures of LECs at both its mRNA and protein
levels (Figure 2B-C). We further demonstrated that this inhibition was
mediated by ALK1 using an RNA interference strategy. When ALK1
was silenced, BMP9 was no longer able to downregulate LYVE-1
mRNA and protein expression in LECs (Figure 2D-E). Interestingly,
Figure 2. LYVE-1 expression is regulated by BMP9
both in vivo in lymphatic collecting vessels of the
mesentery and in vitro in cultured LECs. (A) P0
lymphatic mesenteric collecting vessels were stained
for LYVE-1 (red) and Prox1 (green). The dashed lines
delineate the lymphatic vessels. Arrow indicates a valve.
A nonlymphatic LYVE-1 immunoreactivity is also ob-
served in isolated cells outside vessels, which probably
correspond to macrophages. (B) Time-dependent in-
hibition of LYVE-1 mRNA expression in LECs treated
with BMP9 (10 ng/mL); the results are presented as
mRNA fold changes measured in BMP9-treated cells vs
nontreated cells at each time point. Data are the mean6
SE from 6 independent experiments performed in
duplicate. *P # .05, significantly different from cytotoxic
T lymphocyte (CTL) by Mann-Whitney U test. (C,E)
Flow cytometry detection of LYVE-1 protein expression
in LECs transfected for 24 hours with scramble siRNA
or siRNA targeting Alk1 and then stimulated with (pink)
or without (green) 10 ng/mL BMP9 for 48 hours. NS
corresponds to fluorescence-activated cell sorter anal-
ysis in absence of antibodies (black). (D) LYVE-1 mRNA
expression in LECs transfected for 24 hours with
scrambled siRNA (siScr) or siRNA targeting Alk1 and
then stimulated with or without 10 ng/mL BMP9 for
24 hours; data represent mean6 SE (n 5 6). **P # .01,
significantly different from CTL by Mann-Whitney
U test. Inset shows Alk1 mRNA downregulation by siAlk1
(mean 6 SE, n 5 4). *P # .05, significantly different
from siCTL by Mann-Whitney U test.
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and consistent with the BMP9-induced LYVE-1 downregulation, Alk1
silencing resulted in an increase in LYVE-1 expression. Targeted
knockdown of ALK1 mRNA expression was veriﬁed by quantitative
RT-PCR (Figure 2D, inset).
BMP9 is required for lymphatic valve formation in mesenteric
collecting vessels
An important feature in lymphatic collecting vessel development and
maturation is the formation of valves.23 Four different stages of valve
development have been previously deﬁned.7,8 Figure 3A illustrates
these valve maturation stages on the basis of Prox1 and CD31
costaining. Stage I is marked by the appearance of cell clusters ex-
pressing high levels of the transcription factor Prox1 at sites of
developing valves. The establishment of the valve territory by
coalescence of Prox1-overexpressing cells by a circularization pro-
cess deﬁnes stage II. The formation of a ring-like constriction
concomitant with the initiation of the formation of valve leaﬂets
constitutes stage III, whereas stage IV is characterized by the
elongation of valve leaﬂets into the lumen of the vessel and leads to
the formation of a mature V-shaped valve. We quantiﬁed mesenteric
lymphatic valves in both WT and Bmp9-KO mice and classiﬁed
them into 2 categories: immature (stage I/II) andmature (stage III/IV).
We observed a signiﬁcant reduction in the total number of valves in
Bmp9-KOmutants at E18.5 as compared withWT (Figure 3B). This
decrease was signiﬁcant both in the number of immature and mature
valves. A highly signiﬁcant reduction in the total number of valves
was also observed at P0 and P4 (Figure 3C-D). However, this
difference was mainly due to a decrease in the number of mature
valves. Still, the mature valves observed in P4 Bmp9-KO pups were
correctly speciﬁed as assessed by the presence of the transcription
factor Foxc2 and of the cell matrix adhesion receptor integrin a923
and by the absence of smooth muscle cell coverage of valve regions24
(supplemental Figure 3).
BMP9 regulates the expression of several master genes known
to be involved in valve formation
Several key molecular regulators associated with valve formation
and their different stages of maturation have been identiﬁed.8,23 We
Figure 3. Defective lymphatic valve formation in Bmp9-KO embryos and neonates. (A) WT P0 lymphatic mesenteric collecting vessels were stained for Prox1 (green)
and CD31 (red) to allow the discrimination between the different valve maturation stages; arrows point to the valve location; bars, 100 mm. (B-D) Quantitative analysis of valve
formation at E18.5, P0, and P4 in WT and Bmp9-KO mice. Values correspond to the number of valves counted on 4 collecting vessels per mesentery; n 5 6 (Bmp9-KO) or n 5 7
(WT) at E18.5; n5 8 (Bmp9-KO) or n5 9 (WT) at P0; n5 12 (Bmp9-KO) or n5 11 (WT) at P4. ns, not significant. **P# .01, ***P# .001, significantly different from WT pups
by unpaired Student t test.
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therefore analyzed whether these genes could constitute molecular
targets for BMP9 in LECs by measuring their expression by quan-
titative real-time RT-PCR. BMP9 increased the mRNA levels of
Foxc2, Cx37, EphrinB2, and Nrp-1 in a time-dependent manner,
whereas no signiﬁcant variations were detected inNFATc1, integrina9,
Cx43, and Sema3a levels (Figure 4 and data not shown). The Foxc2
mRNA level was increased to eightfold 24 hours after BMP9
treatment, whereas EphrinB2 and Nrp-1 were increased around
fourfold. The Cx37 mRNA level was hardly detectable in LECs
without BMP9 treatment and was very potently induced in response
to BMP9 (more than 300-fold). As observed for LYVE-1 expression,
BMP9 regulated the expression of these genes in an Alk1-dependent
manner (data not shown). We also observed a small transient but
signiﬁcant inhibition in Prox1 expression (50% reduction in mRNA
level after 4 hours of BMP9 treatment).
BMP9 deficiency causes an abnormal lymphatic vasculature
patterning and a decrease in lymphatic draining efficiency
in adult mice
We then investigated whether Bmp9 deﬁciency also affects the growth
and patterning of the lymphatic vessels in adult mice. Adult mouse ear
skin vessels were stained with LYVE-1 and CD31. As shown in
Figure 5A, the lymphatic capillary vessels formed a network of mostly
small and often blind-end capillaries in WTmice, whereas enlarged or
dilated cutaneous lymphatic vessels were seen in Bmp9-KO ears.
Morphometric analyses conﬁrmed that the average area of LYVE-
1–positive cells and the mean section of LYVE-1–positive capillary
vessels were signiﬁcantly increased in Bmp9-KO mice vs WT
(Figure 5B-C). Moreover, the defect in valve formation was not
restricted to themesentery and still persisted in the adult, as assessed by
the observation of a signiﬁcant reduction in valve number in the
diaphragm of adult Bmp9-KOmice (supplemental Figure 4). Similarly
to our observations in neonates, no signiﬁcant defects were observed in
blood vessels (ear) in adult Bmp9-KO mice (supplemental Figure 2).
To investigate whether Bmp9-KOmice may have defects in their
functional draining response, we performed a noninvasive real-time
analysis of draining efﬁciency after injection of ﬂuorescent nano-
particles (DiD-lipidots)19,20 in the hind limb footpad of adult mice.
We observed that in WT animals the dye was rapidly drained by
lymphatic vessels and reached, as early as 3 minutes after injection,
the popliteal lymph node (6 limbs over 9 tested, Figure 6A). In
contrast, in Bmp9-KO mice, dye accumulation into the popliteal
lymph node failed to be detected without skinning of the animals
(6 limbs over 6 tested, Figure 6A). In Bmp9-KO mice, the uptake of
the dye remained mostly diffuse in the limb and did not label the
deep collectors as in WT mice (Figure 6A). Measurements of the
kinetic of dye accumulation into the popliteal lymph node region
revealed a signiﬁcant difference between WT and Bmp9-KO mice
from7minutes after injection (Figure 6B). These defects did not result
from alteration in lymph nodes and/or collecting vessels structures as
assessed by their apparent normal morphological features after Evans
blue injection (supplemental Figure 5). The lymphatic function was
also evaluated in P4 neonates 15 minutes after injection of ﬂuorescein
isothiocyanate–dextran into the hind limb footpad. After sacriﬁce and
skin removal, we observed that the dyewas drained into the collecting
vessels leading to the popliteal lymph node in bothWT andBmp9-KO
pups (supplemental Figure 6A-B). However, when examining the
superﬁcial lymphatic vascular network of the skin recovering these
tissues, we observed that ﬂuorescein isothiocyanate–dextran-labeled
Figure 4. BMP9-regulated genes, known to be in-
volved in lymphatic valve development, in LECs. LECs
were stimulated in serum-free medium in the absence
or in the presence of 10 ng/mL BMP9 for the indicated
times. Expression of HPRT was used to normalize the
samples. The results are represented as mRNA fold
changes measured in BMP9-treated cells vs nontreated
cells at each time point. Data are the mean 6 SE from
4 independent experiments performed in duplicate.
*P # .05, significantly different from respective controls
by Mann-Whitney U test.
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vessels were rarely found in WT pups (supplemental Figure 6C,E),
whereas in contrast a network of labeled capillaries was detected in
most Bmp9-KO pups (supplemental Figure 6D,F) suggesting a less
efﬁcient draining capacity in these pups as in the adults. In addition,
these vessels often exhibited enlarged areas that conﬁrmed our
previous observations performed in the ventral skin of P0 pups
(supplemental Figure 1).
Discussion
The lymphatic vasculature contains 2 distinct compartments: lym-
phatic capillaries, important for the uptake of interstitial ﬂuid, and
collecting vessels, which transport the lymph toward lymph nodes and
back to the circulation. In the present work, we demonstrate that
BMP9 is critical for the development of the lymphatic vasculature of
these 2 compartments as well as for the formation of lymphatic valves.
The effect of BMP9 on the development of lymphatic capillaries
in the skin is in agreement with the previous work published
by Niessen et al, who demonstrated that adding the extracellular
domain of ALK1, which traps ALK1 ligands at P1, P3, and P5
affected the honeycomb lymphatic vessel pattern of the mouse tail
dermis.16 In the present work, we show that BMP9 is the ALK1
ligand involved in vascular lymphatic capillary patterning. Indeed,
we found that Bmp9-deﬁcient mice exhibited enlarged lymphatic
capillaries in the abdominal skin of neonates and in the ear of adult
mice. In addition, our results also provide evidence for an important
role of BMP9 on the maturation of large lymphatic-collecting
vessels. Indeed, the mesenteric collecting vessels were enlarged,
which could result from a hyperplasia because an increase in the
number of lymphatic cells was observed. We also demonstrated that
these enlarged vessels expressed a higher level of LYVE-1. In vitro,
we could show that BMP9 downregulated LYVE-1 expression via
ALK1. Although LYVE-1 is found absent in cells constituting
valves and downregulated in collecting vessels, the meaning of this
phenomenon is unknown and remains to be elucidated.
The formation of intraluminal valves accompanies collecting vessel
maturation and speciﬁcation and is crucial to ensure proper uni-
directional lymph ﬂow in the lymphatic system. We report here that
BMP9 controls this fundamental step. We found that Bmp9-KO
embryos and pups presented a signiﬁcant reduction in the total
number of valves at E18.5, P0, and P4 and that this reduction is in
a large part from a decrease in the number of mature valves vs
immature valves, in particular at P0 and P4. This is in favor of a role
for BMP9 both in the initiation of the process and in the maturation
of these valves. Still, the few mature valves observed in Bmp9-KO
pups did not show any major differences in their overall structure as
revealed by Foxc2, integrin a9, and a-SMA staining, suggesting
that once the commitment in valve maturation is triggered, these
valves correctly mature. We found that BMP9 signiﬁcantly increased
the expression of 2 master genes, Foxc2 and Cx37, involved in valve
formation. The reduction in the total number of valves may result
from a defect in the early initiation process driven by Foxc2 whereas
the defect in valve maturation in Bmp9-KO mice may be the
consequence of low Cx37 expression, which is involved in the
assembly and delimitation of lymphatic valve territory.7,9 We dem-
onstrated that BMP9 regulates the expression of several important
features of the process of lymphatic maturation and valvulogenesis,
providing a molecular framework for a stepwise model of lymphatic
vessel maturation and valve formation as described in Figure 7.
BMP9 acting via ALK1 inhibits LYVE-1 expression, which is
concomitant with lymphatic maturation. In parallel, BMP9 also
induces the expression of Foxc2, Cx37, ephrinB2, and Nrp-1, which
are all involved in valve formation. Interestingly, EphrinB2 has
already been demonstrated to be a target of BMP9 in blood endothelial
cells.25 Flow has been demonstrated to induce Foxc2 expression and
to act in concert with Prox1 to regulate early steps of lymphatic valve
morphogenesis.7 ALK1 expression has also been reported to be
regulated by ﬂow in zebraﬁsh.26 Therefore, we propose that ﬂow
Figure 5. Abnormal patterning of ear lymphatic
capillaries in adult Bmp9-KO mice. (A) Adult ear
lymphatic capillaries were stained for LYVE-1 (green) and
CD31 (red). Note that the LYVE-1 staining overlies weak
CD31 staining in the lymphatic vessels. Bar represents
300 mm. (B) Quantification of the mean LYVE-1–positive
area expressed as percentage of total area. The
lymphatic vessel area in the inner layer of the ear of
adult mice was measured using Image J software on
images corresponding to 3 different fields of whole ear
skin. These regions were kept constant for all samples.
(C) Quantification of the mean LYVE-1–positive lym-
phatic vessel section expressed in micrometers. To
quantify ear skin capillary mean lymphatic size, 5
horizontal lines were evenly laid on the images, and the
diameters of lymphatic vessels that crossed these lines
with an angle above 45° were measured using Image J
according to Zhou et al.31 Values are mean 6 SE; n 5 8
for each genotype. ***P # .001, significantly different
from WT pups by unpaired Student t test.
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could increase ALK1 expression, which would raise BMP9 signaling
to favor the downstream cascade of lymphatic vessel development.
Although Prox1 has been established to be the master regulator of
LEC fate, its function in lymphatic valves is not completely under-
stood. Accordingly, we observed that BMP9 only induces a slight
and transient inhibition in Prox1 mRNA level in LECs. These data
suggest that Prox1 may not be the main target involved in BMP9-
mediated valve formation.
The BMP9/ALK1 signaling pathway has been largely demon-
strated to be involved in the regulation of angiogenesis.27,28 It has
been established that this pathway is an important regulator of
postnatal neovascularization of the mouse retina.15,29 In previous
work, we found that Bmp9 deﬁciency did not alter postnatal blood
vascularization, whereas addition of a neutralizing anti-BMP10
antibody in these pups had a dramatic effect on this vasculariza-
tion, demonstrating that BMP10 could compensate for the loss of
BMP9 in retinal angiogenesis.15 In accordance with these data, we
did not observe any defects in blood vessels of the ventral skin nor
in the ear in Bmp9-KO mice. In contrast, we show here that Bmp9
deﬁciency is sufﬁcient to affect lymphatic development, and thus
that BMP10 cannot compensate BMP9 deﬁciency for lymphatic
development. This does not seem to be the result of the involvement
of distinct downstream signaling mechanisms for BMP9 and
BMP10, because we found that BMP9-regulated genes in LECS
are also targets for BMP10 (data not shown). Another possible
explanation may be that active BMP10 might not be accessible to
lymphatic vessels. BMPs are required to be locally activated by
proteases of the furin/subtilisin proprotein convertase family.30 We
could suppose that the activation machinery for BMP10 might not
be present within the lymphatic vessel environment.
Importantly, we established here that Bmp9 deﬁciency has a
functional consequence in the draining efﬁciency of the lymphatic
Figure 6. Impairment of lymphatic drainage in adult
Bmp9-KO mice. (A) Representative fluorescence
images of WT and Bmp9-KO hind limbs obtained 3 and
15 minutes after injection of DiD-lipidots. The extremity
of the paw was hidden not to saturate the images by the
fluorescence signal at the injection site. The black
arrowhead outlines lymphatic collectors; the white arrow
indicates the popliteal lymph node. The values of the
scale bars for fluorescence intensity were adjusted to
normalize each image series at comparable values. (B)
Quantitative analysis of dye accumulation into the popliteal
lymph node. Signal over noise ratio was measured.
Values are means6 SE; n5 6 (Bmp9-KO) or n5 9 (WT).
*P # .05, significantly different by Mann-Whitney U
statistical test.
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system in both neonates and adult mice. Although we could dem-
onstrate a signiﬁcant reduction in the draining efﬁciency, the lym-
phatic system remained functional. This is consistent with the fact
that these mice do not apparently suffer from edema. Therefore, our
results would suggest that BMP9 is not fundamental for lymphatic
function under normal physiological situations but that the defects
observed in these Bmp9-KO mice may have important conse-
quences under conditions in which a more active drainage is
necessary. Whether the alteration of BMP9 signaling in mice and
in human patients may contribute to lymphedema formation or to
metastatic dissemination is now an important question to solve.
In conclusion, our study sheds light on early steps of lymphatic
maturation and valve formation, and suggests an important con-
tribution of the growth factor BMP9 in this remodeling process. To
our knowledge, this work is the ﬁrst description of a circulating
factor, which could regulates lymphatic valves formation and
maturation.
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Primary  antibodies  used  for  immunostainings were  as  follow:  Sheep  anti‐mouse  FOXC2  (AF6989, 







Figure S1: Analysis of  lymphatic  capillary vessel patterning  in  the  skin of E15.5 embryos and P0 











Representative  images of CD31 whole mount  immunostainings  of  P0 neonate  ventral  skin  and of 














valve  in  the  diaphragm  of  a  WT  mouse.  The  arrowhead  points  to  the  valve  location.  D  and  E; 
visualization of lymphatic valves after CD31 whole mount immunostaining. Representative images of 
lymphatics in the tendinous region of the diaphragm of WT and BMP9‐KO deficient mice are shown. 







A, B; The popliteal LN  (white arrow)  is  labeled after  left hindfoot  injection  (blue arrow) of 3 µl 3% 
Evans Blue. Note the diffusion of the dye  in the remaining skin of the  limb  in the Bmp9‐KO mutant, 
reflecting  a  poor  draining  efficiency.  C,  D;  High  magnification  of  the  popliteal  region  of  a  right 













1.5 µL of 5 mg/mL FITC‐Dextran  (MW: 2000 kDa, Sigma) diluted  in PBS were  injected  into the hind 
limb  footpads  of  anaesthetized  P4  or  P5  neonates.  After  15  min,  the  pups  were  sacrificed  by 
decapitation and the skin overlaying the  limb was carefully removed by dissection and  layered out. 
The lymphatic vessel networks of both the skinned limbs and the removed skin were imaged with a 
fluorescence macroscope  (LEICA  CLS  150X)  equipped with  an ORCA  C9100  camera  (Hamamatsu). 
Image analysis was performed with Wasabi 1.5 software (Hamamatsu).  
A and B, Visualization of the deep collecting lymphatic vessels of the calf (arrows) and of the popliteal 






Gene        Upstream primer            Downstream primer           
 
LYVE‐1          5’‐ AACAATAGGCTGCAAACTGTCGGC ‐3’  5’‐ AAACTTGCAGCTATGGCTGGGTTG ‐3’           
Prox1            5’‐ TTGCCGGCTTAAGAGGGCTGTG ‐3’    5’‐ GCGCTCCGCTCCTCCCAGTT‐3’ 
Foxc2      5'‐ CGGCTTCACCAGGTCCTTAG ‐3'      5'‐ GAGCCGTCTCGGAAGCAG ‐3'          
Connexin37    5’‐ GGTCCAGCAACTTCTCCAGG ‐3’      5’‐ CATCGTCCCCACCTCCAC‐3’   
Neuropilin‐1    5’‐ AAATGGCGCCCTGTGTCCCG ‐3’      5’‐ CAGAGCGCTCCCGCCTGAAC‐3’ 
EphrinB2    5’‐ TCCAGGCCCTCCAAAGACCCA ‐3’      5’‐ CCCTCTCCTCAACTGTGCCAAACC ‐3’   
Connexin43    5’‐ ACTTGGCGTGACTTCACTACT‐3’      5’‐ CCAGCAGTTGAGTAGGCTTGA ‐3’ 
Semaphorin3a   5’‐ ATTTTGAAAACGGCCGTGGG‐3’      5’‐ GTGCCCAAGAGTTCGGAAGA ‐3’ 
NFATc1    5’‐ GTCCTGGAGATCCCACTCCT ‐3’      5’‐ GTTCTTCCTCCCGATGTCCG ‐3’ 
Integrin α9    5’‐ GAGATGCACCGAACTGGACA ‐3’      5’‐ ATCCACTCATCATCGCGGTC ‐3’ 











3. Bref résumé de l’article  
1) L’utilisatioŶ des souris Bmp9-KO a permis de mettre en évidence un rôle crucial de BMP9 dans la 
maturation des collecteurs lymphatiques du mésentère de souriceaux nouveau-nés. Ces vaisseaux 
sont élargis, hǇpeƌplasiƋues et ŵaiŶtieŶŶeŶt l’eǆpƌessioŶ de l’aŶtigğŶe LYVE-ϭ doŶt l’eǆpƌessioŶ est 
normalement réprimée dans les collecteurs lymphatiques. Les capillaires des souris Bmp9-KO sont 
également anormalement larges. 
 
2) Par ailleurs, l’iŵpliĐatioŶ BMP9 dans la formation et la maturation des valves lymphatiques 
présentes dans ces vaisseaux a été démontrée. Chez les souriceaux Bmp9-KO, on observe une 
réduction du nombre de valves et de leur degré de maturation.  
 
3) En parallèle des défauts structuraux, un impact fonctionnel de la déficience en BMP9 sur 
l’effiĐaĐitĠ du dƌaiŶage lǇŵphatiƋue a pu ġtƌe oďseƌvĠ .  
 
4) D’uŶ poiŶt de vue ŵĠĐaŶistiƋue, l’aŶalǇse des ďases ŵolĠĐulaiƌes de soŶ aĐtioŶ a ƌĠvĠlĠ Ƌue BMPϵ 
régulait un ensemble de gènes connus pour être déterminants dans le développement des valves : il 
s’agit de FoǆĐϮ, Pƌoǆϭ, Cǆϯϳ, EphƌiŶBϮ et Nƌp-1. Ce sont de nouveaux gènes cibles de BMP9. 
 
4. Discussion 
L’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ daŶs le dĠveloppeŵeŶt lǇŵphatiƋue suscite un intérêt  grandissant. 
Plusieurs groupes possèdent maintenant la souris Bmp9-KO. Le groupe du Dr. Yan (Genentech, San 
Francisco) vient de publier, un mois après nous,  des résultats avec une souris Bmp9-KO Ƌu’ils oŶt 
gĠŶĠƌĠe. Ils s’iŶtĠƌesseŶt pƌiŶcipalement aux développements cardiaque et sanguin, et ils décrivent 
de manière parcellaire le phénotype lymphatique. Alors que leurs résultats concernant le rôle de 
BMP9 et de BMP10 dans la vascularisation de la rétine confirment notre travail (voir chapitre 
suivaŶtͿ, leuƌs doŶŶĠes lǇŵphatiƋues Ŷe ƌeĐoupeŶt pas les Ŷôtƌes. Ils Ŷ’oďseƌveŶt pas de dĠfauts 
lymphatiques dans les capillaires de la trachée chez les souris Bmp9-KO. Paƌ ĐoŶtƌe, l’iŶjeĐtioŶ de Ϯ 
aŶtiĐoƌps ŶeutƌalisaŶt BMPϵ et BMPϭϬ, ou l’iŶjeĐtioŶ d’aŶti-BMP10 dans les souris Bmp9-KO, 
entraîne une dilatation des vaisseaux capillaires sanguins et lymphatiques dans la trachée (Chen et 
al., 2013). Pouƌ Ŷotƌe paƌt, l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ aŶti -BMP10 aux souriceaux Bmp9-KO Ŷ’a pas d’effets 
additifs sur les défauts lymphatiques (nombre de valves du mésentère, observations non publiées). Il 
faut Ŷoteƌ Ƌue le foŶd gĠŶĠtiƋue utilisĠ et l’aŶtiĐoƌps anti-BMP10 sont les mêmes, et que les 2 
iŶvalidatioŶs ĐoŶsisteŶt à ĠliŵiŶeƌ l’eǆoŶ Ϯ de Bmp9. 
 
L’ĠƋuipe du Dƌ. YaŶ Ŷe seŵďle pas avoiƌ ĠtudiĠ eŶ dĠtail le sǇstğŵe lǇŵphatiƋue ;elle Ŷe le 
ŵeŶtioŶŶe pasͿ et s’est ĐaŶtoŶŶĠe à uŶe ĠvaluatioŶ gloďale daŶs uŶ seu l tissu, la trachée. Nous 
Ŷ’avoŶs pas aŶalǇsĠ Đe tissu, ŵais ĐoŶŶaissaŶt les dispaƌitĠs teŵpoƌelles de ŵatuƌatioŶ eŶtƌe les 
différents territoires lymphatiques, il est possible que le phénotype lymphatique des souris Bmp9-KO 
ne soit pas présent dans la traĐhĠe à Pϴ. De plus les ĐolleĐteuƌs lǇŵphatiƋues Ŷ’oŶt pas ĠtĠ eǆaŵiŶĠs, 
seuls l’oŶt ĠtĠ les Đapillaiƌes de la tƌaĐhĠe, Đe Ƌui peut ĠgaleŵeŶt eǆpliƋueƌ la diveƌgeŶĐe des 
résultats entre nos 2 groupes. Pour pouvoir conclure de manière définitive, il aurait f allu que H. Chen 
et ses collègues étudient les collecteurs lymphatiques de leurs souris Bmp9-KO. En ce qui nous 




Niessen et al. ont montré que ALK1-Fc favorisait le bourgeonnement des sphéroïdes de LEC 
(Niessen et al., 2010), suggérant ainsi les ligands de ALK1 étaient des inhibiteurs du bourgeonnement 
des CE. Ces résultats ne se confirment pas in vivo daŶs Ŷotƌe ŵodğle d’iŶvalidatioŶ de Bmp9. En 
effet, l’aďseŶĐe de BMPϵ Ŷ’a pas de ĐoŶsĠƋueŶĐes sur le  nombre de bourgeons dans les vaisseaux 
lymphatiques de la peau. Des résultats publiés en 2012 ont montré, in vitro, un rôle de BMP9 dans 
l’iŶhiďitioŶ de la ŵigƌatioŶ et de  la prolifération des LEC en culture (Osada et al., 2012). Ces résultats 
ne sont pas étonnants dans la mesure où BMP9 possède ces effets sur les CE sanguines (David et al., 
2007a) (Scharpfenecker et al., 2007). CepeŶdaŶt l’oƌigiŶalitĠ du pƌopos des auteuƌs ĐoŶsiste à diƌe 
Ƌue Đe BMPϵ pƌovieŶt de l’aĐtivatioŶ des plaƋuettes. Ce ƌĠsultat est suƌpƌeŶaŶt Đaƌ Ŷous Ŷ’avoŶs pas 
trouvé de BMP9 dans du surnageant de plaquettes activées (données non publiées). La question des 
effets de BMP9 sur la prolifération et le bourgeonnement des LEC reste posée. Elle pourrait être 
approfondie paƌ la ƌeĐheƌĐhe d’uŶ lieŶ eŶtƌe les voies BMPϵ/ALKϭ et VEGFC/VEGF‘-3. La mesure de 
la longueur des filopodes sur les bourgeons des souriceaux Bmp9-KO permettrait également de 
préciser le phénotype de nos souris. Par ailleurs, il est envisageable que BMP 9 et BMP10 soient 
redondants dans le contrôle du bourgeonnement et que seul BMP9 soit impliqué dans la maturation 
du ƌĠseau lǇŵphatiƋue. Cet aspeĐt ŵĠƌiteƌait d’ġtƌe ĠtudiĠ.  
 
5. Perspectives  
Notƌe tƌavail ŵet eŶ luŵiğƌe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois l’iŵpliĐatioŶ d’un facteur de croissance 
circulant dans la formation des valves lymphatiques. Nous avons mis en évidence de nouvelles cibles 
de BMP9 dans les LEC, mais toutes ces cibles étaient déjà connues pour être impliquées dans le 
développement des valves. Il serait ŵaiŶteŶaŶt iŶtĠƌessaŶt d’Ġlaƌgiƌ Đette ƌeĐheƌĐhe de Điďles paƌ 
une analyse transcriptomique à partir de cellules lymphatiques issues de souris Bmp9-KO. Cela 
permettrait également de trouver de nouveaux acteurs dans le développement du réseau 
lymphatique.  
 
Il seƌait ĠgaleŵeŶt iŶtĠƌessaŶt d’Ġlaƌgiƌ le ƌôle de BMPϵ à la foƌŵatioŶ des valves veiŶeuses. 
En effet, les facteurs impliqués dans la formation des valves lymphatiques et veineuses sont souvent 
partagés, comme PROX1, EphrinB2 et Intégrine-αϵ (Bazigou et al., 2011) (Bazigou and Makinen, 
2013).  
 
La caractérisation du phénotype lymphatique de la souris Bmp9-KO a montré que ses défauts 
lǇŵphatiƋues stƌuĐtuƌels oŶt uŶ ƌeteŶtisseŵeŶt suƌ la foŶĐtioŶ de dƌaiŶage. La pƌĠseŶĐe d’uŶ dĠfaut 
fonctionnel était un préalable indispensable à question suivante  : comment se comportent les souris 
Bmp9-KO vis-à-vis de la croissance tumorale, de la dissémination métastatique, ou de 
l’iŶflaŵŵatioŶ?  
Pouƌ Đe Ƌui est de la paƌtie tuŵoƌale, Ŷous eŶvisageoŶs l’iŶjeĐtioŶ oƌthotopiƋue sous ĐutaŶĠe 
de la lignée de mélanome B16 F10.  Cette lignée murine possède un fond génétique C57Bl6 et est 
décrite comme capable de métastaser, notamment dans les poumons (Zhang et al., 2013b). L’idĠe 
est d’Ġvalueƌ la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale pƌiŵaiƌe et la dissĠŵiŶatioŶ ŵĠtastati que, en lien avec la 
densité des vaisseaux intra- et péri-tumoraux. La lignée de cancer du sein 4T1 est un meilleur modèle 
de dissémination métastatique mais qui nécessite de passer dans un fond génétique BalbC. Le 
rétrocroisement dans ce fond génétique est en cours.  
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L’iŶflaŵŵatioŶ des voies aĠƌieŶŶes est uŶ ŵodğle iŶtĠƌessaŶt de lǇŵphaŶgiogeŶğse 
iŶflaŵŵatoiƌe ĐhƌoŶiƋue. Elle ƌĠĐapitule pouƌ paƌtie les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l’asthŵe. L’iŶoĐulatioŶ 
intranasale de la bactérie Mycoplasma pulmonis à des souris entraîne une inflammation les voies 
aĠƌieŶŶes  tǇpiƋue, ĐaƌaĐtĠƌisĠe ŶotaŵŵeŶt paƌ  de la  lǇŵphaŶgiogeŶğse, de l’aŶgiogeŶğse et uŶ 
œdğŵe de la ŵuƋueuse. Paƌ des ŵoŶtages in toto de tƌaĐhĠe, Đe ŵodğle peƌŵet d’Ġvalueƌ la 
réponse lymphangiogènique, la spécificité lymphatique versus sanguine de réponse à des 
traitements, ainsi que la fonctionnalité du réseau capillaire grâce à la présence ou non de jonctions 
en ďoutoŶ. Paƌ ailleuƌs, Đe ŵodğle d’iŶflaŵŵatioŶ peut Ŷous peƌŵettƌe d’Ġtudieƌ plus eŶ dĠtail  la 
lymphangiogenèse chez les souris Bmp9-KO, ce que nous avons uniquement évalué par le nombre de 
ďouƌgeoŶs au Ŷiveau de la peau Đhez des fœtus à Eϭϱ.ϱ.  Nous Ŷ’avioŶs aloƌs pas tƌouvĠ de 
différences entre les souris Bmp9-KO et les WT. D’autƌes ŵodğles d’iŶflaŵŵation chronique existent, 
notamment de la peau. Ils sont moins intéressants pour nous car ils utilisent des souris transgéniques  
(Yao et al., 2012a) (Zgraggen et al., 2013) (Baluk et al., 2005). CepeŶdaŶt, l’utilisatioŶ du modèle 
d’iŶflaŵŵatioŶ des voies aĠƌieŶŶes est suspeŶdue à la ĐoŶfiƌŵatioŶ de la pƌĠseŶĐe d’uŶ phĠŶotǇpe 
dans la trachée des souris Bmp9-KO. 
 
Chez l’huŵaiŶ, Ŷos ƌĠsultats ouvƌeŶt aussi des peƌspeĐtives d’Ġtude eŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les 
lǇŵphœdğŵes. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’Ġvalueƌ les tauǆ ĐiƌĐulaŶts de BMPϵ Đhez des patieŶtes aǇaŶt 
suďi uŶe ŵasteĐtoŵie aveĐ uŶ Đuƌage aǆillaiƌe. L’idĠe seƌait de rechercher une corrélation entre les 
tauǆ de BMPϵ et la suƌveŶue d’uŶ lǇŵphœdğŵe. A Đe sujet il faut ŵeŶtioŶŶeƌ uŶe Ġtude 
tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue ƌĠalisĠe à paƌtiƌ de tissu de patieŶts œdĠŵateuǆ et de personnes saines (Lin et al., 
2012). Parmi les ARNm différentiellement exprimés se retrouve celui de BMP10 et mais pas celui de 
BMPϵ. CepeŶdaŶt, le site pƌiŶĐipal d’eǆpƌessioŶ de BMPϵ ĠtaŶt le foie (Bidart et al., 2012), le niveau 
d’A‘Nŵ de BMPϵ daŶs les tissus pĠƌiphĠƌiƋues Ŷ’est pas foƌĐĠŵeŶt la ŵeilleuƌe ŵaŶiğƌe de 
rechercher des différences entre deux situations.  
 
Cette question du dosage de BMP9 dans la lymphe est intéressante et elle débouche sur celle 
de la pƌĠseŶĐe de BMPϭϬ daŶs Đe fluide. EŶ effet, Ŷous ŵoŶtƌoŶs Ƌue BMPϭϬ Ŷ’est pas Đapaďle de 
pallieƌ l’aďseŶĐe de BMPϵ daŶs le dĠveloppeŵeŶt lǇŵphatiƋue. Ce Ŷ’est pas le Đas daŶs d’autƌes 
processus,  comme vont le montrer les paragraphes suivants. La spécificité de BMP9 vis -à-vis de 






II. L’angiogenèse postnatale de la rétine 
1. Contexte de l’étude 
Le phénotype lymphatique décrit chez les souris Bmp9-KO Ŷ’a pas ĠtĠ ĐhƌoŶologiƋueŵeŶt le 
pƌeŵieƌ ŵis eŶ ĠvideŶĐe. Nous avoŶs iŶitialeŵeŶt ƌeĐheƌĐhĠ uŶ phĠŶotǇpe saŶguiŶ Đaƌ Đ’Ġtait daŶs 
compartiment vasculaire que les effets de BMP9 et de ALK1 avaient surtout été publiés 
(Scharpfenecker et al., 2007) (David et al., 2008) (Urness et al., 2000) (Oh et al., 2000). Pour cela, 
Ŷous avoŶs utilisĠ le ŵodğle de l’aŶgiogeŶğse postŶatale de la ƌĠtiŶe de souƌis. C’est uŶe ŵodğle 
d’aŶgiogeŶğse phǇsiologiƋue Ƌui se ďase suƌ le fait Ƌu’à sa ŶaissaŶĐe, la ƌĠtiŶe du souƌiĐeau est 
avasculaire. Le développement du réseau commence par le ĐeŶtƌe, à l’eŵďƌaŶĐheŵeŶt du Ŷeƌf 
optiƋue, et se dĠveloppe eŶ uŶe seŵaiŶe jusƋu’à la pĠƌiphĠƌie de la ƌĠtiŶe  (Connolly et al., 1988).   
2. Résultats  
Les résultats de ce travail ont été publiés dans Blood,  en 2012, sous le titre «BMP9 and 
BMP10 are critical for postnatal retinal vascular remodeling » (Ricard et al., 2012).  
J’ai pƌiŶĐipaleŵeŶt paƌtiĐipĠ à la paƌtie in vivo de Đe tƌavail, doŶt l’auteuƌ pƌiŶĐipal est Nicolas Ricard, 
le doĐtoƌaŶt Ƌui ŵ’a pƌĠĐĠdĠ daŶs l’ĠƋuipe.   
  
doi:10.1182/blood-2012-01-407593
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BMP9 and BMP10 are critical for postnatal retinal vascular remodeling
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ALK1 is a type I receptor of the TGF-
family that is involved in angiogenesis.
Circulating BMP9 was identified as a spe-
cific ligand for ALK1 inducing vascular
quiescence. In this work, we found that
blocking BMP9 with a neutralizing anti-
body in newborn mice significantly in-
creased retinal vascular density. Surpris-
ingly, Bmp9-KO mice did not show any
defect in retinal vascularization. How-
ever, injection of the extracellular domain
of ALK1 impaired retinal vascularization
in Bmp9-KO mice, implicating another
ligand for ALK1. Interestingly, we de-
tected a high level of circulating BMP10 in
WT and Bmp9-KO pups. Further, we found
that injection of a neutralizing anti-BMP10
antibody to Bmp9-KO pups reduced reti-
nal vascular expansion and increased
vascular density, whereas injection of this
antibody to WT pups did not affect the
retinal vasculature. These data suggested
that BMP9 and BMP10 are important in
postnatal vascular remodeling of the
retina and that BMP10 can substitute for
BMP9. In vitro stimulation of endothelial
cells by BMP9 and BMP10 increased the
expression of genes involved in the Notch
signaling pathway (Jagged1, Dll4, Hey1,
Hey2, Hes1) and decreased apelin expres-
sion, suggesting a possible cross-talk
between these pathways and the BMP
pathway. (Blood. 2012;119(25):6162-6171)
Introduction
Activin receptor-like kinase 1 (ALK1) is a type I receptor of the
TGF- receptor family that is specifically expressed by endothelial
cells.1 Mutations in ACVRL1 (the gene encoding ALK1) and in
ENG (the gene encoding its co-receptor endoglin) cause Rendu-
Osler disease, also known as HHT (hereditary hemorrhagic telangi-
ectasia).2 HHT is a rare genetic vascular disease characterized by
numerous epistaxes, cutaneous telangiectasias and arteriovenous
malformations (AVM) in the lungs, liver and central nervous
system. ALK1 inactivation in mice leads to embryonic lethality at
E11 because of major angiogenesis defects.3,4 These data clearly
demonstrate that ALK1 is an important player in angiogenesis, but
its molecular role is still not completely clear.
The retina of newborn mice is avascular, and development of
retinal blood vessels progressively occurs during the first week
after birth to form a highly organized vascular network composed
of arteries, veins and capillaries.5 Retinal vascularization in new-
born mice is therefore a very interesting model to study physiologic
angiogenesis. The roles of endoglin and ALK1 in the vasculariza-
tion of the retina have been recently demonstrated.6,7 Using
endoglin-inducible KO in endothelial cells (Eng-iKOe), it was
shown that absence of endoglin delayed remodeling of the capillary
plexus, increased endothelial proliferation and induced localized
AVMs in retinas.6 It was also published that injection of the
extracellular domain of ALK1 (ALK1ecd) strongly affected retinal
vascularization further supporting the importance of ALK1 and its
ligands in retinal angiogenesis.7
In 2007, we identified bone morphogenetic protein 9 (BMP9)
and BMP10 as specific ligands for ALK1.8 BMP9 was shown to be
present in adult blood of rodents and humans and to circulate in
both an active and an inactive form.9,10 On the other hand, BMP10
has been shown to be mainly expressed in the embryo and to be
involved in heart development.11 We further showed that addition
of serum to endothelial cells induced a phospho-Smad1/5 response
that could be completely inhibited by the addition of a neutralizing
anti-BMP9 antibody, supporting a major role for BMP9 in adult
angiogenesis, while BMP10 function would mainly be restricted to
embryogenesis.9,10 Therefore many studies have focused on the
role of BMP9 on angiogenesis. The in vitro effects of BMP9 on
endothelial cell migration and proliferation are still under debate,
as some groups have found an inhibition,8,12 while another group,
using endothelial cells from a different tissue origin, has described
an induction.13 BMP9 was also shown to inhibit ex vivo endothelial
sprouting from metatarsals12 and to inhibit FGF-2 induced angio-
genesis in vivo in the mouse angiogenesis model of subcutaneously
implanted sponges,10 while it increased angiogenesis in a Matrigel
plug assay and in a xenograft model of human pancreatic cancer.13
Taken together these data demonstrate that BMP9 is involved in
angiogenesis, although its precise cellular functions are still under
debate. All of these prior studies have addressed the role of BMP9
by supplementing BMP9 in vitro or in vivo. To date, nobody has
addressed the effect of blocking BMP9 in vivo on angiogenesis.
To address this issue, we investigated the role of endogenous
BMP9 on retinal angiogenesis using anti-BMP9 antibodies and
Bmp9-KO mice. This study allowed us to demonstrate that BMP9
and BMP10 control retinal postnatal vascularization, one being
able to rescue the absence of the other. Injection of neutralizing
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BMP10 antibodies to Bmp9-KO mice induced a higher vessel
density and multilayered retinal vascularization suggesting a
possible role of these 2 factors in vascular remodeling. We also
found that BMP9 and BMP10 significantly regulated expression of
components of the Notch and apelin signaling pathways, both of
which are known as important regulators of retinal vascularization.
Methods
Mice
All animal studies were approved by the institutional guidelines and those
formulated by the European Community for the Use of Experimental
Animals. OF1 mice were bought from Charles River Laboratories. Bmp9-KO
null mice were obtained by homologous recombination in R1 embryonic
stem cells such that exon 2 encoding the entire mature C-terminal region
was replaced by a neomycin resistance cassette. Heterozygous offspring of
chimeras were mated out 9 generations to C57BL6/J (S.-J.L. and T.A.Z.,
Arteriovenous malformations and skeletal abnormalities in mice deficient
for Gdf2/Bmp9, manuscript in preparation).
Inhalation anesthesia with isoflurane was performed before blood
puncture. Blood was collected into EDTA-coated tubes (BD Biosciences)
from OF1 and C57BL/6 wild-type (WT) and Bmp9-KO mouse embryos and
pups, and plasma was frozen until BRE activity determination or BMP9 and
BMP10 measurements.
Recombinant mouse ALK1 extracellular domain (ALK1ecd, 770-MA;
R&D Systems) and anti–human BMP9 monoclonal antibody (MAB3209;
R&D Systems) were prepared at 2 g/L. Anti–human BMP10 monoclo-
nal antibody (MAB2926; R&D Systems) was prepared at 6 g/L.
Injections were done intraperitoneally in mice at postnatal day 1 (P1) and
P3 (5 mg/kg for ALK-1ecd and anti-BMP9, 15 mg/kg for anti-BMP10) and
the mice were killed at P5 or P6. BrdU (B-5002; Sigma-Aldrich) was
freshly diluted in PBS and injected intraperitoneally in P5 mice at
50 mg/kg. Two hours later, the mice were killed.
Retinal whole mount staining and imaging
Eyes were collected between P5 and P10 and fixed 2 hours at room
temperature (RT) in 4% (wt/vol) paraformaldehyde (PFA) in PBS and then
washed in PBS. Retina isolation was performed as described.14 Retinas
were fixed 30 minutes in 4% PFA at RT and then saturated and
permeabilized overnight in 1% BSA, 0.1% Triton X-100 in PBS at 4°C.
Retinas were then incubated for 1 hour at RT with biotinylated Isolectin B4
(iB4, 1/20, L2140; Sigma-Aldrich) and/or rabbit anti-NG2 antibody
(homemade, 1/200) diluted in wash buffer (1% BSA, 0.5% Tween in PBS).
Retinas were washed 5  20 minutes with wash buffer at RT. Retinas were
then incubated for 1 hour at RT in washing buffer with Streptavidin
AlexaFluor 488 conjugate (S11223; Invitrogen) diluted at 5 g/mL for iB4
staining and donkey anti-rabbit Cy3 antibody (711-165-152; Jackson
ImmunoResearch Laboratories) diluted at 1:200 for NG2 detection. Retinas
were washed 5  20 minutes at RT with wash buffer. For BrdU labeling,
retinas were incubated in HCl 6N, 0.1% Triton X-100 for 15 minutes at RT
after iB4 labeling. Retinas were then washed in 0.1M Tris-HCl pH8 (2  10
minutes) and in PBS (2  10 minutes). After saturation in 1% BSA, 1%
Triton X-100 for 1 hour at room temperature, retinas were incubated
overnight at 4°C with mouse anti-BrdU monoclonal antibody (347580;
BD Bioscience) diluted in wash buffer (1/50). Retinas were then washed
5  20 minutes in wash buffer and incubated with goat anti–mouse Cy3
antibody (115-165-166; Jackson ImmunoResearch Laboratories) for 1 hour
at RT. Retinas were then washed 5  20 minutes in wash buffer. Mounting
of stained retinas was performed as described.14 Observations were made
using confocal microscopy (Leica; TCS SP2). The number of branchpoints
was counted manually per 200  200 m visual field from 63 micro-
graphs; an average of 12 fields per region, front or capillary plexus were
taken for each retina as previously described.15 Each point at which
3 capillary segments met was counted as 1 junction; intersections of
4 capillary segments were counted as 2 junctions, and so on.
Cell lines
NIH-3T3 fibroblasts cells were maintained in Dulbecco modified Eagle
medium, 4.5 g/L glucose (Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Biowest). Human pulmonary arterial endothelial cells (HPAEc;
PromoCell) were maintained in endothelial growth medium (PromoCell)
supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS; PromoCell).
Quantitative RT-PCR
HPAEc were stimulated for the indicated times with recombinant human
BMP9 (0.5 ng/mL) or recombinant human BMP10 (0.5 ng/mL) from R&D
Systems. At the times indicated, cells were lysed and RNAs were extracted
using the NucleoSpin RNAII kit (Macherey-Nagel). Total RNAs from the
liver of Bmp9-KO and WT mice were extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen). cDNAs were generated from 1 g total RNA by reverse
transcription using the iScript system (Bio-Rad) according to the manufac-
turer recommendations. Real-time PCR was performed using Bio-Rad
CFX96 apparatus and qPCR Master Mix (Promega). Specific primers used
are listed in Table 1.
Reporter gene constructs
The reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding firefly luciferase down-
stream of a BMP response element was kindly provided by Dr P. ten Dijke16
(Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands). The ALK1
plasmid cloned in pcDNA3 was kindly provided by Dr C. H. Heldin
(Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala, Sweden). The pRL-TKluc
plasmid encoding renilla luciferase downstream of the thymidine kinase
promoter was purchased from Promega.
DNA transfection and dual luciferase activity assay
NIH-3T3 cells were transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipo-
fectamine (Invitrogen) with 0.2 g pGL3(BRE)2-luc, 0.02 g of pRL-
TKluc, and 0.005 g of ALK1 plasmid per well. Four hours after
transfection, cells were treated for 15 hours with 0.5% of the indicated
mouse plasma or recombinant BMP9 (5-100 pg/mL; R&D Systems).
Firefly and renilla luciferase activities were measured sequentially with the
Dual Luciferase Reporter Assay (Promega).
BMP10 and BMP9 ELISAs
Mouse plasma BMP10 (1/20 dilution) was measured using a commercially
available ELISA (Uscn Life Science Inc). Mouse plasma BMP9 (1/2 dilution)
was measured as previously described.9
Table 1. Primer list used for RT-qPCR







HPRT CACAGGACTAGAACACCTGC GCTGGTGAAAAGGACCTCT TTGAGCACACAGAGGGCTACAATG ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT
BMP9 GAAGAGGAGCACCGGAGCCA AGGGTTGGCACCCCCATGTCA
BMP9 AND BMP10 CONTROL RETINAL ANGIOGENESIS 6163BLOOD, 21 JUNE 2012  VOLUME 119, NUMBER 25
 For personal use only. at INSERM DISC on July 30, 2013. bloodjournal.hematologylibrary.orgFrom 
Statistical analyses
Mann-Whitney tests were used to assess the statistical differences between
measurements (Prism 4, GraphPad Software). Error bars show SEM.
Differences were considered statistically significant for P values of .05 or less.
Results
Anti-BMP9 treatment increases vascular density of the retina of
WT mice
It was previously described that injection of ALK1ecd to newborn
pups increased postnatal retinal vascular density.7 This indicated
that the ALK1 pathway controls postnatal angiogenesis. However,
in this prior study, the nature of the ligand(s) blocked by the
addition of ALK1ecd was not characterized. We have previously
shown that BMP9 binds to ALK1 with strong affinity
(EC50  2pM)8 and that BMP9 circulates in a biologically active
form in human and mouse blood and is present at higher levels
around birth than during adulthood (6 ng/mL in newborn vs
2 ng/mL in adult mice).9,10 We therefore asked whether circulating
BMP9 triggered the biologic effects blocked by ALK1ecd. Analy-
sis of mouse retinas at postnatal day 6 (P6) after a systemic
treatment of pups (OF1 background) with a monoclonal anti-BMP9
antibody (5 mg/kg, at P1 and P3) revealed vascular patterning
defects, with vessels forming a hyperbranched plexus (Figure
1A-B). We quantified the number of branching points both at the
vascular front and at the capillary plexus and found that anti-BMP9
treatment significantly increased vascular branching (Figure 1D).
We observed a similar effect with ALK1ecd treatment (5 mg/kg;
Figure 1C-D). On the other hand, we did not observe any
differences on radial vascular expansion (Figure 1E). The coverage
of the vessels by pericytes, as assessed by immunostaining of the
proteoglycan NG2, was not modified by treatment with either
anti-BMP9 or ALK1ecd (Figure 1F-H). Similar results on the
vascularization of the retina were observed in mice from another
genetic background (C57Bl6/J, data not shown). To confirm that
treatment with anti-BMP9 or ALK1ecd completely abolished
plasma BMP9 activity, we measured active circulating BMP9
levels in these mice using a BMP responsive (BRE) reporter assay.
Specifically, 0.5% of plasma from P5 pups was added to 3T3 cells
transfected with the BRE-reporter plasmid together with a plasmid
encoding ALK1. Under these conditions, we have previously
described that only BMP9 is detected.10 We found that treatment
with anti-BMP9 or ALK1ecd strongly decreased BMP9 circulating
activity (supplemental Figure 1, available on the Blood Web site;
see the Supplemental Materials link at the top of the online article).
Bmp9-KO mice present no detectable defects in retinal
vascularization
Next, we wondered whether Bmp9-KO mice would exhibit defects
in retinal vascularization. Bmp9-KO adult mice are viable and
fertile, and pups are grossly normal. A full characterization of the
Figure 1. Anti-BMP9 treatment increases vasculariza-
tion of the retina. (A-C) Visualization of blood vessels by
isolectin B4 (iB4) staining of OF1 retinas at P6 after
treatment with BMP9-blocking antibodies (5 mg/kg) or
recombinant ALK1ecd (5 mg/kg) injected at P1 and P3.
(D) Number of branching points at the capillary plexus
and at the front of migration. (E) Bar graphs show the
relative distance covered by the vascular plexus calcu-
lated as the ratio of the vascular radius over the retinal
radius in percentage. (F-H) Pericyte coverage visualized
by NG2 immunostaining of OF1 retinas at P6. Panels
A through H show data from 2 litters containing 10 PBS
treated pups, 9 anti-BMP9 treated pups and 5 ALK1ecd
treated pups. Error bars show SEM. **P  .01 versus
PBS group. (A-C) Scale bar  200 m.
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adult mice will be described elsewhere (T.A.Z., S.-J.L., Arterio-
venous malformations and skeletal abnormalities in mice deficient
for Gdf2/Bmp9, manuscript in preparation). In these mice, no
BMP9 mRNA was detected by RT-PCR in liver (supplemental
Figure 2A). Furthermore, no circulating BMP9 in Bmp9-KO
plasma was detected either using a BMP9 ELISA (supplemental
Figure 2B) or by measuring the BRE activity (supplemental Figure
2C). Pups were killed between P5 and P10, and no obvious defects
in the organization of the retinal vascular network could be
observed in Bmp9-KO versus wild-type (WT) mice (Figure 2A-B).
The veins and the arteries were well-differentiated and organized.
The radial expansion of the vascular network measured at different
postnatal days (P5-P10) was not significantly different between the
2 groups (Figure 2C). The numbers of branching points in the
retinal vasculature were not significantly different between WT and
Bmp9-KO mice (Figure 2D). We did not observe any differences in
vessel coverage by pericytes, using NG2 labeling, between WT and
Bmp9-KO mice at P6 (Figure 2E-F). These data indicate that
interfering with BMP9 through the use of blocking antibodies
versus through genetic targeting generate different phenotypes.
ALK1ecd treatment of Bmp9-KO mice strongly modifies retinal
vascularization
A possible explanation that could account for the discrepancy
between the absence of phenotype in Bmp9-KO mice and the
increase of vascular branching in response to an acute blockade of
BMP9 with anti-BMP9 antibody is that either the anti-BMP9
antibody cross reacts with another BMP or that Bmp9-KO mouse
might have compensated for the chronic loss of BMP9. To test the
first hypothesis, we added anti-BMP9 antibodies to Bmp9-KO mice
and found no significant differences with PBS-treated pups (data
not shown), thereby excluding a possible cross-reaction of the
anti-BMP9 antibody with another BMP. We next tested for the
presence of another ALK1 ligand by injecting ALK1ecd into
Bmp9-KO mice. We observed that ALK1ecd treatment strongly
affected retinal vascularization of Bmp9-KO pups (Figure 3A-B).
The vascularization was denser, and the radial expansion of the
vascular network was slightly decreased (Figure 3C). Higher power
views showed that the plexus in the retinas of ALK1ecd treated
mice consisted of capillaries that were larger in diameter (as
visualized along the z-axis), more highly interconnected and
multilayered (Figure 3D-G). To determine whether this was
attributable to an increased endothelial cell number, treated retinas
were stained for BrdU. In control retinas at P5, veins and peripheral
capillaries contained proliferating cells, whereas arteries were
almost exclusively composed of nonproliferating cells (supplemen-
tal Figure 3A-B). In contrast, in ALK1ecd treated pups, most of the
vascular plexus was composed of proliferating cells (supplemental
Figure 3C-D). Taken together, these data support the hypothesis of
functional rescue in Bmp9-KO mice by another ALK1 ligand.
Anti-BMP10 treatment disrupts retinal vascularization in
Bmp9-KO mice
We previously showed that BMP9 and BMP10 bind with a
similarly strong affinity to ALK1.8 Therefore, we hypothesized that
BMP10 is the ligand blocked by ALK1ecd in Bmp9-KO mice. To
test this hypothesis, we first checked whether we could detect
circulating BMP10. Using a murine BMP10 ELISA, we found high
levels of BMP10 from embryonic day E17.5 until postnatal day P5
(10-20 ng/mL) in WT plasma, which then decreased progressively
with age (Figure 4A). We next measured circulating BMP10 levels
in WT and Bmp9-KO P5 pups and found no statistically significant
differences between Bmp9-KO pups and WT pups (12 vs 10 ng/mL,
respectively; Figure 4B). This circulating BMP10 was unable to
activate the BRE reporter gene using 0.5% plasma demonstrating
that BMP10 circulates under an inactive form (supplemental Figure
2C). This result is in accordance with our previous work showing
that the circulating BRE-inducing activity is solely because of
active BMP9.10 This result demonstrated the absence of a circulat-
ing compensating BRE-inducing activity in Bmp9-KO pups. Still,
we tested whether BMP10 could play a role in postnatal angiogen-
esis using an anti-BMP10 neutralizing antibody. We used a higher
quantity of anti-BMP10 antibody (15 mg/mL) than the quantity
used for the anti-BMP9 antibody (5 mg/mL), as the anti-BMP10
antibody was less effective in vitro than the anti-BMP9 antibody
Figure 2. Bmp9-KO mice have a normal vascularized retina. (A-B) Visualization of
blood vessels by isolectin B4 (iB4) staining of WT and Bmp9-KO retinas at P6. (C) Bar
graphs show the relative distance covered by the vascular plexus calculated as the
ratio of the vascular radius over the retinal radius in percentage at P5 (n  6), P6
(n  7), P7 (n  9), and P10 (n  4) from 2 litters. (D) Number of branching points at
the capillary plexus and at the front of migration of P6 pups (n  3 in each group).
(E-F) Pericyte coverage was visualized by NG2 immunostaining. Error bars show
SEM. (A-B) Scale bar  200 m.
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(data not shown). Systemic injection of anti-BMP10 antibodies
into Bmp9-KO pups at P1 and P3 significantly decreased the
overall growth of the pups and pulmonary hemorrhages were
observed (data not shown). Some of their vessels also appeared to
be dilated (supplemental Figure 4). Examining vascularization of
their retina, we found that anti-BMP10 treatment in Bmp9-KO pups
resulted in a dramatic increase in vascular density and a strong
decrease in vascular radial expansion (Figure 5A-B,E). In contrast,
anti-BMP10 antibody injection in WT pups had no significant
effects on the pups and did not alter retinal vascularization of the
retina (Figure 5C-D,F). The addition of anti-BMP9 and anti-
BMP10 antibodies to WT pups induced a similar effect on retinal
expansion and density as compared with addition of anti-BMP10
antibody in Bmp9-KO pups (data not shown). Higher power views
showed that the vascular network in the retinas of Bmp9-KO pups
treated with anti-BMP10 antibodies was formed of capillaries that
were hyperfused, larger in diameter and that presented several
layers (as visualized along the z-axis, Figure 5G-J). Normally, the
vascular network extends directionally in a narrow plane defined
by the astrocytic network secreting VEGF-A17 as observed in
Figure 5G. In contrast, in Bmp9-KO pups treated with anti-BMP10,
we clearly see the presence of several layers of vessels (Figure 5H).
This is particularly well illustrated when looking at serial confocal
slices where at least 2 layers can be detected (supplemental Figure
5A-C). In some areas, the vessels coalesced to form a plexus as
already observed with ALK1ecd-treated mice, although the effect
was stronger with anti-BMP10 antibodies (Figures 3B and 5B). We
did not observe a significant effect of anti-BMP10 antibody
treatment on the number of tip cells at the periphery of the
vascularized retina in Bmp9-KO mice (data not shown). Taken
together, these data therefore support a cooperative role for BMP9
and BMP10 in postnatal angiogenesis of the retina.
Figure 3. ALK1ecd treatment in Bmp9-KO mice increases
vascularization of the retina. (A-B) Visualization of blood
vessels by isolectin B4 (iB4) staining of retinas at P5 from
Bmp9-KO mice treated or not with ALK1ecd (5 mg/kg) injected
at P1 and P3. (C) Bar graphs show the relative distance
covered by the vascular plexus calculated as the ratio of
the vascular radius over the retinal radius in percentage.
(D-E) Higher magnifications of the retinas show that ALK1ecd
treatment in Bmp9-KO mice lead to larger and multilayered
blood vessels (see also z scan in panels F and G). Panels
A through G show data from 2 litters containing 8 PBS treated
Bmp9-KO mice and 7 ALK1ecd treated Bmp9-KO mice. Error
bars show SEM. (A-B) Scale bar  200 m. (D-E) Scale
bar  25 m.
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In vitro stimulation of endothelial cells with BMP9 and BMP10
regulates the Notch signaling pathway and apelin expression
The phenotype resulting from blockade of BMP9 and BMP10
partially phenocopied the hyperplasic vascular pattern obtained
from inhibition of Dll4/Notch signaling and apelin inactivation.18,19
We therefore analyzed whether these genes were targets of BMP9
and BMP10 in endothelial cells. Human pulmonary arterial endothelial
cells (HPAEc) were treated with BMP9 or BMP10 (0.5 ng/mL), and
RNAwas extracted at different time points (1 to 6 hours) for quantitation
by RT-qPCR. We found that BMP9 and BMP10 transiently increased
expression of the Notch ligands Dll4 and Jagged1 (Figure 6). It is
interesting to note that Dll4 mRNAlevels were increased during the first
2 hours of stimulation but then reduced to lower than its basal level at
4 and 6 hours after stimulation. This was not the case for Jagged1.
BMP9 and BMP10 stimulation also strongly and transiently increased
Hey1, Hey2 and Hes1 mRNA levels (Figure 6). On the other hand,
mRNA apelin expression was strongly reduced in response to BMP9
and BMP10 treatment (Figure 6). Taken together, these data show that
BMP9 and BMP10 modulate genes of the Notch and apelin signaling
pathways suggesting a possible cooperation between these pathways.
Discussion
The goal of this study was to analyze the role of BMP9 and other
possible ligands for ALK1 in angiogenesis using the model of
postnatal retinal vascularization. The present work shows that
BMP9, and also BMP10, are involved in retinal angiogenesis and
that they can, at least partially, functionally substitute for each
other. These data indicate that the ALK1 neutralizing treatments
currently tested in preclinical studies for cancer treatment20 will
affect both BMP9 and BMP10 functions.
Using a neutralizing anti-BMP9 antibody, we demonstrated that
BMP9 blockade induces an increase in retinal vascular density,
supporting a role for BMP9 in the remodeling of the retinal
vascularization. However, Bmp9-KO pups had no obvious defect in
the vascularization. A similar discrepancy in retinal vascularization
between VEGFR-3 antibodies and genetic targeting has been
previously reported.21 One possible explanation for this discrep-
ancy would be a possible cross-reaction of the anti-BMP9 antibody
with another BMP. However, injection of anti-BMP9 antibodies to
Bmp9-KO pups did not affect retinal vascularization (data not
shown). This demonstrates that acute blockade might not be similar
to permanent blockade and could indicate a possible adaptation to
the loss of BMP9 in Bmp9-KO mice through expression of another
ALK1 ligand. Indeed, injection of ALK1ecd in Bmp9-KO pups
induced a strong modification of retinal vascularization confirming
the presence of another ALK1 ligand. Using an anti-BMP10
antibody, we demonstrated that BMP10 can substitute for BMP9.
However, no significant difference in circulating BMP10 levels or
BRE activity could be observed between WT and Bmp9-KO pups.
Further work will be necessary to understand the reason of the
absence of phenotype in Bmp9-KO pups.
Our data demonstrate a new and unexpected function for
BMP10 in postnatal angiogenesis. Indeed, up to now, BMP10 was
mainly known to play a critical role in heart formation.11 Still,
BMP10 has also been described to be present in human and murine
adult sera using a proteomic approach.22 However, we previously
demonstrated that plasmatic BRE-inducing activity via ALK1 is
only attributable to BMP9,10 which, in contrast to BMP10, was
shown to be active when bound to its prodomain.23,24 Our present
work further supports these biochemical data. Indeed, we confirm
the presence of circulating BMP10 in the plasma of mouse
neonates and could determine, for the first time, that it circulates at
a concentration of around 10 ng/mL. These levels are elevated in
mouse embryos just before birth and during early postnatal life,
when there is active retinal angiogenesis occurring, and then
steadily decrease as blood vessels reach maturity. This profile of
expression is extremely similar to the one we observed for
circulating BMP9.9 However, this circulating BMP10 is not able to
activate the BRE promoter via ALK1, as we observed no BRE-
inducing activity in Bmp9-KO plasma. Still, adding anti-BMP10
antibodies to Bmp9-KO mice had a dramatic effect on postnatal
vascularization suggesting that BMP10 must be locally activated.
BMP1 has been recently demonstrated to activate BMP10.24 We
detected BMP1 mRNA in the retina, suggesting that a local
activation of BMP10 could occur. However, no changes in its
mRNA level could be observed between WT pups and Bmp9-KO
pups (data not shown). Another possibility is that circulating
BMP10, while being unable to activate the BRE activity, could still
be able to regulate retinal vascularization via a Smad-independent
mechanism. Indeed, we have previously shown that the constitu-
tively active form of ALK1 inhibited endothelial cell migration in a
Smad-independent manner involving MAP kinase signaling (JNK
and ERK).25 Further, Eng-iKOe retinas exhibited delayed remodel-
ing of the capillary plexus while their phospho-Smad1/5 levels
were not affected as compared with WT pups.26
Anti-BMP10 treatment had no significant effect on the vascular-
ization of WT retinas, indicating that the presence of BMP9 is
sufficient to maintain retinal vascularization. This was not the case
with anti-BMP9 treatment, which can on its own already affect
retinal vascularization. It is tempting to relate this differential effect
to the differences in latency between BMP9 and BMP10. BMP9
being available in the circulation in a biologically active form is
efficient as is, while BMP10 circulating in an inactive form would
probably require local rate-limiting proteolytic activation to be
Figure 4. BMP10 expression in WT and Bmp9-KO mice plasma. (A-B) BMP10
levels were measured from pooled diluted plasma (1/20) taken from WT OF1 mice at
the indicated developmental stages (A) and from WT (n  9) and Bmp9-KO (n  14)
P5 pups (B) with a murine BMP10 ELISA. Error bars show SEM.
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efficient. It is also interesting to note that the inhibitory effect of
ALK1ecd injection had a lower impact on retinal vascularization
than anti-BMP10 antibody treatment in Bmp9-KO mice. This can
either be because of the fact that ALK1ecd blocks BMP9 and
BMP10 active forms, while anti-BMP10 may interact with BMP10
active and inactive forms, or to the fact that ALK1ecd half-life is
shorter than that of the neutralizing anti-BMP10 antibody, thereby
leading to a less severe phenotype. Taken together, these data
suggest that BMP9 is important for retinal vascularization, and that
at least in absence of BMP9, BMP10 can take over.
Injection of BMP10 antibodies into Bmp9-KO mice also
affected the overall diameters of vessels (supplemental Figure 4).
These data would suggest that BMP9 and BMP10 are involved in
the control of vessel diameter. This is in accordance to what has
been observed in Alk1-conditional deletion in endothelial cells27
and in inducible Alk1-conditional deletion in adult mice.28 Arterio-
venous malformations have been described in HHT patients and in
retinas of conditional endothelial ENG deletion.6 We therefore
looked for their presence in Bmp9-KO retinas treated with anti-
BMP10 antibodies but could not detect any. Hemorrhages are also
Figure 5. Anti-BMP10 treatment disrupts vasculariza-
tion of the retina of Bmp9-KO mice. Visualization of
blood vessels by isolectin B4 (iB4) staining of retinas at
P5 from Bmp9-KO (A-B) or WT (C-D) mice treated with
PBS or anti-BMP10 antibody (15 mg/kg) injected at P1
and P3. (E-F) Bar graphs show the relative distance
covered by the vascular plexus calculated as the ratio of
the vascular radius over the retinal radius in percentage
in Bmp9-KO mice (E) and in WT mice (F). (G-H) Higher
magnifications of the retinas show that anti-BMP10
treatment in Bmp9-KO mice lead to larger and multilay-
ered blood vessels (see also z scan in panels I and J).
Panels A, B, E, G, H, I, and J show data from 4 litters
containing 12 PBS-treated Bmp9-KO pups and 7 anti-
BMP10 treated pups. Panels C, D, and F show data from
2 litters containing 6 PBS treated WT pups and
6 anti-BMP10 treated pups. Error bars show SEM.
**P  .01 versus PBS group. (A-D) Scale bar  200 m.
(G-H) Scale bar  20 m.
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often observed in many organs in HHT patients. Interestingly,
pulmonary hemorrhages could be observed in Bmp9-KO pups
treated with anti-BMP10 antibodies. These results could suggest
that the ligands BMP9 and BMP10 are relevant for HHT
pathogenesis.
We focused our analysis on the retina of Bmp9-KO pups treated
with anti-BMP10 antibodies, which presented the strongest pheno-
type with a significantly reduced vascular radial expansion and
increased vascular density. The vessels were larger and hyperfused,
and higher magnification and projection along the z-axis clearly
demonstrated the presence of several layers of vessels, while
controls had a single layer of vessels. The vascularization of the
retina occurs through sprouting angiogenesis, which involves the
selection of a leading tip cell triggered by a gradient of VEGF-A. In
response to VEGF-A, tip cells become enriched in Dll4 and instruct
adjacent endothelial cells to become stalk cells via Dll4/Notch1-
mediated lateral inhibition.17,18 The tip and stalk cell phenotypes
are remarkably transient and exchangeable as endothelial cells
dynamically shuffle position along the angiogenic sprouts, and
compete for the tip cell position.29 Multilayered blood vessels have
been previously described in mice overexpressing the diffusible
VEGF-A-120 isoform, demonstrating the need of a proper VEGF-A
gradient for guidance of endothelial cells.17 This multilayered
phenotype was also observed in Eng-iKOe.26 The phenotype
observed here could therefore suggest a defect in tip cell versus
stalk cell status, but also in oriented migration and/or polarity. We
have previously described a role for ALK1 in orientated migration
which could partially explain what is observed here.30 Looking at
retinal vascularization from P2 to P5, we found that anti-BMP10
treatment of Bmp9-KO mice inhibited the vascular remodeling of
the vessels as soon as P3. In WT pups, the vessels grow steadily and
get thinner as they extend. In Bmp9-KO pups treated with
anti-BMP10 antibody, the vessels stopped expanding at P3, failed
to thin down and formed multilayered vessels (data not shown).
The hyperdensity could also be attributed to the ability of BMP9
and BMP10 to act as quiescence factors via binding to ALK1.10
Therefore, absence of these 2 factors could induce over-activation
of angiogenesis.
Figure 6. BMP9 and BMP10 regulated genes in endothelial cells. mRNA fold changes in Dll4, Jag1, Hey1, Hey 2, Hes1, and apelin mRNA levels in hPAEcs stimulated with
0.5 ng/mL BMP9 or BMP10 at different time points (1, 2, 4, and 6 hours). Expression of HPRT was used as the normalization control. Data pooled from 3 individual experiments,
each containing 2 replicates. Error bars show SEM.
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Bmp9-KO pups treated with anti-BMP10 antibodies presented a
retinal phenotype partially resembling those of Dll4/ mice or
mice treated with the -secretase inhibitor (DAPT), with an
increase in branching and a decrease in radial expansion.15,18,31,32
Jagged1 and Hey1 have been previously described as direct BMP9
target genes in endothelial cells33 suggesting a possible interconnec-
tion of the Notch and BMP pathways. We therefore analyzed
whether some of these genes were targets of BMP9 and BMP10 in
endothelial cells. We found that BMP9 and BMP10 affected the
Notch signaling pathway in a transient manner, increasing the level
of Dll4 ( 1.5-fold for BMP9) at early time points, while
decreasing Dll4 lower than its basal level after 4 hours ( 0.4-fold
for BMP9). Jagged1 expression was increased in response to
BMP9 and BMP10, in accordance with a previous work.33 We
further confirmed Hey1 as a target regulated by BMP9 but also by
BMP10 and identified Hey2 and Hes1, as new targets. The kinetics
of these transcription factors were slightly different, Hes1 was
increased at 1 hour and returned to its basal level, Hey1 peaked at
2 hours, while Hey2 peaked at 4 hours. These transient regulations
can be linked to the remarkably transient and dynamic changes of
endothelial cells from tip to stalk cells.29 The rapid induction of
some of these genes (eg, Hes1) is in favor of a direct effect of
BMP9/10 on their expression rather than through a feedback of the
Notch signaling pathway. Altogether these results indicate that
some of the previously described Notch target genes are also
BMP9/BMP10 target genes in endothelial cells. While submitting
this manuscript, another study confirmed that BMP9 regulated the
expression of Notch target genes.34 This work further supports the
interdependence of the Notch pathway and the BMP9/BMP10
pathways. Cross-signaling between the Notch and BMP/TGFß/
Smad pathways has been documented in various cell types among
which endothelial cells. In endothelial cells, Smad1 and Smad5
form on receptor activation a complex with the Notch intracellular
domain (NICD) to potentiate Hey1 expression.35 A more recent
study shows that endothelium-specific inactivation of Smad1/5
impairs Notch signaling, and affects Hes1, Hey1, and Jagged1
expressions in mouse embryos and endothelial cells resulting in
deficient vessel organization.36
Apelin is the endogenous ligand for the receptor APJ and is
expressed in many cells, including endothelial cells. Apelin was
shown to stimulate the proliferation and migration of endothelial
cells and to be involved in the regulation of blood vessel diameter
during angiogenesis.37,38 Apelin has also been recently shown to be
involved in vascularization of the retina.19,39 Its deletion decreased
radial endothelial expansion of the retina, but its effect on vascular
density was reported to be different in the 2 published studies. We
found that apelin expression was strongly decreased by either
BMP9 or BMP10 treatment in endothelial cells. These data
therefore suggest that apelin could be one of the target genes
leading to the inhibition of radial vascular expansion and the
increase in blood vessel diameter.
In conclusion, we demonstrate here that BMP9, but also
BMP10, are important regulators of postnatal angiogenesis. This
work proposes a new role for BMP10 in angiogenesis. Further-
more, it supports an important cross-talk between the BMP9/10,
the Notch and the apelin pathways during postnatal angiogenesis.
This interplay reveals a mechanism whereby endothelial cells make
continuous dosage dependent decisions on whether to carry out
effective expansion of the vascular network or become quiescent
contributing to the maturation of the blood vessels.
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Supplementary figures: 
 
Supplementary Figure 1: Anti-BMP9 and ALK1ecd treatments inhibit BMP9 
circulating activity 
BRE activity from plasma (1/200 dilution) taken from P5 WT pups that were treated with 
PBS (n=4), anti-BMP9 (n=4) or ALK1ecd (n=2) from two litters. NIH-3T3 cells were 
transiently transfected with pGL3(BRE)2-luc, pRL-TK-luc and ALK1 plasmids. After 4h, 
diluted plasmas were added for 15h. The luciferase activities were then measured as described 
in Materials and Methods. Results are presented as BRE activity extrapolated to equivalents 
of recombinant BMP9 (ng/mL).  Error bars show SEM.  
 
Supplementary Figure 2: Bmp9-KO mice do not express BMP9 
A: BMP9 and HPRT mRNA levels in livers of WT and Bmp9-KO pups. B: BMP9 levels 
were measured from diluted plasma (1/2) taken from WT (n=5) and Bmp9-KO (n=5) mice 
with a BMP9 ELISA. C: BRE activity from plasma (1/200 dilution) taken from WT (n=5) and 
Bmp9-KO (n=5) mice. NIH-3T3 cells were transiently transfected with pGL3(BRE)2-luc, 
pRL-TK-luc and ALK1 plasmids. After 4h, diluted plasmas were added for 15h. The 
luciferase activities were then measured as described in Materials and Methods. Results are 
presented as BRE activity.  Error bars show SEM. 
 
Supplementary Figure 3: Effects of ALK1ecd treatment in Bmp9-KO mice on 
proliferation  
BrdU (red) and isolectin B4 (green) staining of retinas at P5 from Bmp9-KO mice treated with 
PBS (A, B) or ALK1ecd (5 mg/kg, C, D) injected at P1 and P3. A shows an artery and V 
shows a vein.  
 
Supplementary Figure 4: Enlarged vessels in Bmp9-KO mice treated with anti-BMP10 
antibody 
Photographs of the vessels of the neck, the foreleg and the hind leg of Bmp9-KO mice at P5 




Supplementary Figure 5: Multilayered vessels in Bmp9-KO retinas treated with anti-
BMP10 antibody  
Isolectin B4 (green) staining of retinas at P5 from Bmp9-KO mice treated with anti-BMP10 
antibody (15 mg/kg) injected at P1 and P3. Confocal images using serial slices (slice 22 (A), 
slice 29 (B) and slice 36 (C) out of 45 slices) and the snapshot of the 45 images (D). Yellow 
arrows show a vessel that can be seen in the bottom layer (Figure A, B, D) and white arrows 
shows another vessel that can only be seen in the upper layer (Figure B, C, D).  
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3. Bref résumé de l’article 
(1) Les souriceaux Bmp9-KO présentent une vascularisation normale de leur rétine, de même que les 
souriceaux WT traités avec un anticorps anti-BMP10. 
 
(2) En absence de BMP9 et de BMP10, le réseau vasculaire sanguin de la rétine est anormalement 
hyperdense et ne migre pas en direction des bords de la rétine.  
 
;ϯͿ D’uŶ poiŶt de vue ŵĠĐaŶistiƋue, l’aŶalǇse des gğŶes Điďles de BMPϵ et de BMPϭϬ a ƌĠvĠlĠ Ƌue Đes 
deux protéines régulent de manière identique l’eǆpƌessioŶ de gènes de la voie NOTCH (Dll4, Jag1, 
Hey1, Hey2 Hes1), ainsi que le gğŶe de l’Apeline.   
4. Discussion et perspectives 
Ce travail est le premier à évaluer directement l’implication de BMP9 daŶs l’aŶgiogeŶğse 
gƌâĐe à l’iŶvalidatioŶ du gğŶe de Bmp9. Nos données in vivo voŶt daŶs le seŶs d’uŶ ƌôle de BMPϵ 
dans la quiescence de l’eŶdothĠliuŵ, ce que nous avions aupaƌavaŶt ŵis eŶ ĠvideŶĐe paƌ d’autƌes 
appƌoĐhes ;ŵigƌatioŶ et pƌolifĠƌatioŶ de CE, vasĐulaƌisatioŶ d’iŵplaŶt Đhez la souƌis, CAM (David et 
al., 2008) (David et al., 2007a)).  
 
De manière importante, nos résultats démontrent en plus que BMP10 est capable de 
ĐoŵpeŶseƌ l’aďseŶĐe de BMPϵ. C’est la pƌeŵiğƌe fois Ƌue BMPϭϬ est dosĠ daŶs le plasŵa ŵuƌiŶ, 
BMP10 ayant été auparavant uniquement détecté par une approche transciptomique dans des sera  
murins et humains (Souza et al., 2008). Par ailleurs, nos dosages montrent que BMP10 circule à des 
taux élevés au cours de la période périnatale.  En compilant ce résultat avec le dosage de BMP9 
réalisé par notre équipe (Bidart et al., 2012), nous montrons que ce sont finalement les 2 protéines 
qui circulent à des taux élevés au Đouƌs de la pĠƌiode pĠƌiŶatale. Cette oďseƌvatioŶ ƌeŶfoƌĐe l’idĠe 
que BMP9 et BMP10 sont impliqués dans des processus de remodelages vasculaires périnataux.   
 
Les résultats du groupe du Dr. Eichmann, publiés à la même période, vont dans le même sens 
que les nôtres. Leur approche consiste à inhiber la signalisation ALK1, par une approche virale 
(adénovirus codant ALK1-Fc injecté à des souriceaux). Cette approche ne leur a pas permis de faire la 
paƌt des ƌôles ƌespeĐtifs de BMPϵ et BMPϭϬ daŶs l’hǇpeƌ vasĐularisation des rétines qui est observée. 
Paƌ ĐoŶtƌe elle leuƌ a peƌŵis d’Ġtudieƌ les effets vasĐulaiƌes de l’iŶhiďitioŶ de la voie ALKϭ à des 
teŵps plus taƌdifs ;PϭϮͿ.  A Đes stades, l’Ġtude de la vasĐulaƌisatioŶ de la peau de l’oƌeille leuƌ a 
permis de détecter des malformations artérioveineuses (Larrivee et al., 2012).  
 
Deux équipes, celles du Dr. Eichman et celle du Dr. Zwijsen ont confirmé in vivo et in vitro la 
signalisation croisée ALK1 et NOTCH daŶs l’aŶgiogeŶğse (Larrivee et al., 2012) (Moya et al., 2012). Le 
ďloĐage des Ϯ voies eǆaĐeƌďe l’hǇpeƌ vasĐulaƌisatioŶ de la ƌĠtiŶe  (Larrivee et al., 2012). Moya et ses 
Đollaďoƌateuƌs utiliseŶt l’iŶaĐtivatioŶ de Smad1 et de Smad ϱ daŶs l’eŶdothĠliuŵ et ĠtudieŶt 
l’aŶgiogeŶğse au Ŷiveau de l’aoƌte doƌsale et du Đeƌveau eŶ foƌŵatioŶ, les invalidations étant létales 
au cours du développement embryonnaire. Ils démontrent  une augmentation du nombre de « tip 
cells » Đhez les eŵďƌǇoŶs doŶt la sigŶalisatioŶ BMP est ƌĠduite, Đe Ƌui Ġtait suggĠƌĠ paƌ l’autƌe 
groupe. Ils montrent également que ces « tip cells » perdent leur polarité, ce qui est en accord avec 
Ŷos oďseƌvatioŶs au ŵiĐƌosĐope ĐoŶfoĐal Ƌui pƌĠseŶteŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de l’Ġpaisseuƌ du ƌĠseau 
vasĐulaiƌe de la ƌĠtiŶe eŶ paƌallğle d’uŶe aďseŶĐe de ŵigƌatioŶ daŶs le plan. Moya et ses 
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Đollaďoƌateuƌs ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’aĐtivatioŶ de la voie BMP/SMAD1/5 influence la réponse des CE aux 
stimuli angiogéniques et notamment leur devenir de « tip cell » ou de « stalk cell ».    
 
Finalement, les résultats du groupe du Dr. Zwijsen permettent de comprendre que le 
phénotype hyperdense que nous observons pƌovieŶt d’uŶe dĠƌĠgulatioŶ de la ďalaŶĐe eŶtƌe « tip 
cell » et « stalk cells ». La voie de signalisation ALK1, en collaboration avec celle de NOTCH, est 
nécessaire à la spécification correcte du phénotype des CE. Cette collaboration contrôle l’eǆpƌessioŶ 
de gènes cibles de la voie NOTCH spécifiquement dans les « stalk cell » (Moya et al., 2012).  
 
La redondance entre BMPϵ et BMPϭϬ daŶs l’aŶgiogeŶğse a récemment été confirmée par le 
groupe du Dr. Yan (Genentech) qui a présenté les mêmes expériences que celles que nous avions  
décrites. En complément de nos résultats, ils décrivent une absence de recouvrement des artères de 
la rétine par des VSMC et in vitro, ils montrent une augmentation du bourgeonnement des HUVEC 
(Chen et al., 2013). Ces ƌĠsultats Ŷ’appoƌteŶt Ƌue peu de ŶouveautĠ paƌ ƌappoƌt à Đe  que nous avons 
dĠĐƌit, ils soŶt plutôt le suppoƌt d’uŶe disĐussioŶ suƌ les spĠĐifiĐitĠs de BMPϵ et de BMPϭϬ, Đe Ƌui 
sera abordé dans la dernière partie de cette thèse.  
 
L’iŵpliĐatioŶ de BMPϭϬ daŶs l’aŶgiogeŶğse vieŶt d’ġtƌe décrite dans le modèle du poisson 
zèbre (« zebra fish »). Dans ce modèle, le flux sanguin est nécessaire non seuleŵeŶt à l’eǆpƌessioŶ de 
ALKϭ, ŵais ĠgaleŵeŶt à l’aĐtivatioŶ de ALKϭ, gƌâĐe à la distƌiďutioŶ de BMPϭϬ daŶs l’oƌgaŶisŵe. Chez 
le poissoŶ zğďƌe l’aďseŶĐe de BMPϭϬ ƌĠĐapitule le phĠŶotǇpe de l’aďseŶĐe de ALKϭ, eŶ teƌŵe de 
vascularisation des artères du crâne (augmentation du nombre de CE et élargissement des 
vaisseaux). L’aďseŶĐe de BMPϵ Ŷ’a pas d’effets suƌ Đes aspeĐts, ŵais elle eŶ auƌait suƌ le ƌeŵodelage 
des veines (Laux et al., 2013). L’iŶduĐtioŶ de ALK1 en réponse au flux est un résultat  intéressant 
dĠveloppĠ paƌ l’ĠƋuipe du Dƌ. ‘oŵaŶ, et Ƌui Ŷ’a pas ĠtĠ testĠe eŶ dehoƌs du ŵodğle du poissoŶ 
zèbre(Corti et al., 2011).   
 
Nos travaux et ceux de Chen  et de Laux (Chen et al., 2013) (Laux et al., 2013) ouvrent des 
perspectives liées à la redondance de BMP9 et de BMP10. Elles seront discutées dans la dernière 
partie de cette thèse caƌ la ƌedoŶdaŶĐe de Đes deuǆ ligaŶds est uŶ poiŶt ĐoŵŵuŶ à l’eŶseŵďle de Đe 





III. La fermeture du canal artériel 
1. Contexte de l’étude  
Ce tƌavail suƌ le DA est uŶ pƌoloŶgeŵeŶt de Đelui suƌ l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et de BMPϬ daŶs 
l’aŶgiogeŶğse de la ƌĠtiŶe. DaŶs la pƌĠĐĠdeŶte paƌtie, Ŷous avoŶs dĠŵoŶtƌĠ la ƌedoŶdaŶĐe des Ϯ 
protéines en traitant des souriceaux Bmp9-KO avec un anticorps anti-BMP10. Ces souriceaux, en plus 
de leurs défauts de vascularisation de la rétine, présentent un phénotype beaucoup plus sévère  : ils 
ne prennent plus de poids après 2 jours de traitement,  présentent des hémorragies pulmonaires et 
meurent en 4 jours.  
Nous avons donc cherché à comprendre les causes de cette mortalité précoce chez les 
souriceaux Bmp9-KO tƌaitĠs aveĐ l’aŶti-BMP10. Devant les symptômes observés, nous avons émis 
l’hǇpothğse d’uŶ dĠfaut de feƌŵetuƌe du DA, Đe vaisseau saŶguiŶ doŶt la feƌŵetuƌe est essentielle 
pouƌ  la tƌaŶsitioŶ de la ĐiƌĐulatioŶ fœtale à la circulation néonatale. Notre objectif a donc été de 
tester si BMP9 et BMP10 étaient impliqués dans la fermeture du DA. 
2. Résultats  
Les ƌĠsultats de Đe tƌavail voŶt faiƌe l’oďjet d’uŶ aƌtiĐle dont le manuscrit est en cours de 
rédaction. Nous allons le soumettre dans « Circulation Research ». Le manuscrit présenté ici est donc 
ĐoŶfiguƌĠ pouƌ ƌĠpoŶdƌe auǆ eǆigeŶĐes de Đe jouƌŶal. J’ai ƌĠalisĠ l’eŶseŵďle des eǆpĠƌieŶĐes in vivo 
de ce travail. 
  





Sandrine LEVET1,2,3, Emmanuelle TILLET1,2,3, Delphine CIAIS1,2,3, Marie 
BIDART3,4,5, Charles COUTTON3,6,7, Mariela SUBILEAU1,2,3, Christine 
MALLET1,2,3, Jean-Jacques FEIGE1,2,3, Sabine BAILLY1,2,3. 
 
1Inserm, U1036, Grenoble, F-38054 France; 
2CEA, DSV, iRTSV, Laboratoire Biologie du Cancer et de l'Infection, Grenoble, 
F-38054 France; 
3Université Grenoble-Alpes, Grenoble, F-38054 France; 
4Iinserm, U836, Equipe 7 Nanomédecine et Cerveau, BP 170, Grenoble, France 
5Institut de Biologie et Pathologie, Centre Hospitalo-Universitaire, Grenoble, 
France  
6Laboratoire de Génétique Chromosomique, Département de Génétique et 
Procréation, Hôpital Couple Enfant, CHU Grenoble, Grenoble, France 
7Equipe “Génétique, Infertilité et Thérapeutique”, Laboratoire AGIM, CNRS 
FRE3405, Grenoble, France 
 
Corresponding author: Sabine Bailly, U1036 BCI/CEA, 17 rue des Martyrs 







The two members of the TGFß family, BMP9 and BMP10 have been recently shown to be involved in 
postnatal angiogenesis in a redundant manner. Indeed, although Bmp9-KO pups have a normal retinal 
vascularization, injection of a neutralizing anti-BMP10 antibody at postnatal day 1 and 3 (P1 and P3) 
into these animals severely affected retinal vascularization while anti-BMP10 treatment in WT pups 
had no effect. Interestingly, anti-BMP10 treatment in Bmp9-KO pups also severely affected the 
growth of these animals, which die between P4 and P5 with hemorrhagic lungs. Taken together these 
results suggested a problem in closure of the ductus arteriosus (DA), a blood vessel whose closure is 
essential for the transition from fetal to neonatal circulation.  
Objective: 
To test whether BMP9 and BMP10 are involved in the closure of the DA.  
Methods and results: 
We show that indeed anti-BMP10 treatment in Bmp9-KO pups leads to a patent DA (PDA). Bmp9 
loss-of-function already caused a defect in the thickening of the DA wall around birth, which resulted 
in an imperfect closure of the DA. We could further demonstrate that anti-BMP10 treatment 
exacerbated this phenotype, thereby inducing a re-opening of the DA. We show that both 
cyclooxygenase 2 and hyaluronan synthase 2 are targets of both BMP9 and BMP10. Our results are 
further supported by human data, as we were able to define a 700-kb minimal critical region in 
chromosome 2 encoding eight genes including BMP10 that correlated with the presence of a PDA in 
two patients.  
Conclusions: 
These data identify BMP9 and BMP10 as two new candidate genes involved in the physiological 
closure of the DA. 
 
Keywords: BMP9, BMP10, ductus arteriosus, 
 
Non-standard Abbreviations and Acronyms: 
ALK1: activin receptor-like kinase 1 
BMP: bone morphogenetic protein 
CNV: copy number variation  
COX2: cyclooxygenease 2 
DA: ductus arteriosus 
EMT: epithelial to mesenchymal transition 
endMT: endothelial to mesenchymal transition 
HA: hyaluronan  
HAS: hyaluronan synthase 
HHT: hereditary hemorrhagic telangiectasia  
hPAEc: human pulmonary arterial endothelial cell  
IC: intimal cells 
IEL: internal elastic lamina  
MCR: minimal critical region  
PAH: pulmonary arterial hypertension  
PDA: patent ductus arteriosus 
PGE2 : prostaglandin E2 





 Bone morphogenetic Protein 9 (BMP9) and BMP10 are two members of the BMP family that have 
been shown to bind with high affinity to the type 1 receptor of the TGFß family ALK1 (activin 
receptor-like kinase 1) [1,2]. ALK1 has been demonstrated to be mainly expressed on endothelial cells 
and mutations of ALK1 have been linked to two vascular diseases, hereditary hemorrhagic 
telangiectasia (HHT) and pulmonary arterial hypertension (PAH). BMP9 and BMP10 have therefore 
been recently identified as two major players of vascular remodeling [3]. BMP9 was shown to be 
mainly expressed by the liver while BMP10 is principally produced by the heart but a lower level is 
also produced by the liver [4-7]. Both BMP9 and BMP10 have been shown to be present in blood and 
their circulating levels were found particularly high in mice around birth [4,5], suggesting that they 
could play a role in pre- and postnatal development. Bmp9-deficient mice are viable, but it was 
recently described severe lymphatic defects in these mice [8]. On the other hand, Bmp10-deficient 
mice die between embryonic day 9.5 (E9.5) and E10.5 with profound defects in cardiac development 
[7], which prevented studies of its role on vascular remodeling. However, using a neutralizing anti-
BMP10 antibody, we recently demonstrated a redundant and requisite role for BMP9 and BMP10 in 
post-natal retinal vascularization [5]. Indeed, we recently published that although Bmp9-KO pups have 
a normal retinal vascularization, injection of a neutralizing anti-BMP10 antibody at post-natal day 1 
(P1) and 3 (P3) into these animals severely affected retinal vascularization while anti-BMP10 
treatment in WT pups had no effect [5]. These results were very recently confirmed by another group 
[6]. What we had not shown before is that anti-BMP10 treatment of these pups also severely affected 
the growth of these animals, which die between P4 and P5 with hemorrhagic lungs. Taken together 
these results suggested to us that their ductus arteriosus (DA) could be open.  
The ductus arteriosus (DA) is a muscular artery derived from the sixth left aortic arch artery that 
directs blood flow from the pulmonary artery to the aorta, shunting blood away from the embryonic 
lung. Very rapidly after birth the DA closes in order to divert blood from the right ventricle through 
the newly expanded lungs. Therefore closure of the DA is an essential step in the transition from fetal 
to neonatal circulation. Functional DA closure resulting from vasoconstriction begins within minutes 
of birth and is required for subsequent anatomic closure. Anatomic closure starts before or around 
birth and finishes within days or weeks after birth depending on the size of the animal. This process 
will transform the former vessel in the ligamentum arteriosum by a poorly described mechanism. 
Persistent patency of the DA (PDA) is prevalent in low-birth-weight preterm infants, resulting in 
pulmonary congestion and failure to thrive.  Prostaglandin H synthase inhibitors, such as ibuprofen, 
can close the DA in approximately 70% of infants; however morbidities are not uncommon. Failure of 
medical therapy often leads to surgical invasive closure. Conversely, maintenance of DA patency, by 
prostaglandin E infusion, is sometimes required as a bridge to corrective congenital heart surgery.  
The identification of a role for BMP9 and BMP10 in the closure of the DA was the subject of the 
study. We show here that indeed anti-BMP10 treatment at P1 and P5 in Bmp9-KO pups leads to an 
open DA. Interestingly, we also found that Bmp9 loss-of-function already caused a defect in the 
thickening of the DA wall around birth, which resulted in an imperfect closure of the DA and that anti-
BMP10 exacerbated this process leading to a reopening of the DA. We identified cyclooxygenase 2 
and hyaluronan synthase 2 as targets of both BMP9 and BMP10. Our work is further supported by 
human data, as we were able to define a 700-kb minimal critical region in chromosome 2 encoding 
eight genes, including BMP10, that correlates with the presence of a PDA in two patients. Taken 
together this work identifies two growth factors involved in proper closure of the DA that could enable 
to propose new therapeutics in case of improper closure of the DA. Genetic analysis of BMP10 and 





All animal studies were approved by the institutional guidelines and those formulated by the European 
Community for the Use of Experimental Animals. Heterozygous offspring of chimeras were mated out 
9 generations to C57BL6/J as previously described [5]. Anti-human/mouse BMP10 and anti-
human/mouse BMP9 monoclonal antibodies (MAB2926 and MAB3209, R&D Systems) were 
prepared at 6 µg/µL and 2µg/µL respectively. Injections were done intraperitoneally (i.p.) in mice at 
post-natal day 1 (P1) and day 3 (P3) (15 mg/kg for anti-BMP10 and 5 mg/kg for anti-BMP9) and the 
mice were sacrificed at P4 or P5. Preterm and term fetuses were delivered by Cesarean section at 16.5 
and 18.5 days post coïtum respectively. For the later, corresponding to few hours before natural 
delivery, pups were sacrificed every hour (until 4 hours) for histological analysis. For angiographic 
images, Evan’s blue 1% was injected intracardially in both ventricles using a 10µL Hamilton syringe 




For transmission electron microscopy, chest cavities of P0 and P4 mice were filled with 2.5% 
glutaraldehyde with 0.1 M sodium cacodylate (pH 7.2) and DA were then dissected and fixed 
overnight at 4°C. The samples were then post-fixed in 1% osmium tetroxide and 0.15 M sodium 
cacodylate (pH 7.4) for 1 hour. Sections (70 nm) were collected on a 200-mesh copper grid and 
stained with 5% uranyl acetate and lead citrate, then viewed on a JEOL 1200 EX transmission electron 
microscope at 80 KV.  Semi thin sections (500nm) were stained with Epoxy Tissue Stain (#14950, 
EMS). For light microscopy, pups from E18.5 caesarean section and from P0 and P4 were fixed in 4% 
paraformaldehyde overnight at 4°C. Chest cavities were embedded in paraffin, and transverse sections 
were stained with Hematoxylin and Eosin. Images were acquired with a Zeiss Axioplan microscope 
and analyzed using Axiovision 4.8 software. 
 
Endothelial Cells Culture, treatment and quantitative real time PCR. 
Human pulmonary arterial endothelial cells (hPAECs) were obtained from LONZA Biosciences and 
cultured in EGM-2 medium containing endothelial cell growth supplements with 5% fetal bovine 
serum. They were used between passage 5 and 7. Cells were stimulated in serum-free medium with 
1ng/mL recombinant human BMP9 or BMP10 (R&D Systems) at the different times indicated. Total 
RNAs were extracted at the indicated times using the Nucleospin RNA XS kit (Macherey-Nagel). 
First-strand cDNAs were synthesized from 1 μg total RNA by reverse transcription using the iScript 
system (Bio-Rad) according to the manufacturer instructions. Quantitative real-time reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed using a Bio-Rad CFX96 apparatus 
and qPCR Master Mix (Promega). Relative quantification of gene expression was normalized to 
HPRT mRNA expression level. Sequences of the PCR primers are listed below:  
HAS1: F: CGGCAAGCGCGAGGTCATGT, R:  CACGTCCCCACCAACAGCCC,  
HAS2: F: AGCCTTCAGAGCACTGGGACGA, R: TCTCCCCCAACACCTCCAACCA, 
HAS3: F: CAAGGCCCTCGGCGATTCGG, R: CCCCCGACTCCCCCTACTTGG, 
COX2: F: TAGGAATGTTCCACCCGCAGTACAG, R: CAGCATCGATGTCACCATAGAGTGC  
HPRT: F: ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT, R: TTGAGCACACAGAGGGCTACAATG.  
 
Human genomic analysis 
Research of individuals carrying copy number variations (CNV) encompassing BMP9 or BMP10 
genes was performed in national (AchroPuce) and international databases (DECIPHER, ISCA) of 
patients and healthy controls (DGV) analyzed by array-CGH. For each patient with a CNV, detailed 
clinical features were obtained directly from the corresponding clinical geneticist.   
 
Statistical analysis. 




Injection of antibodies directed against BMP10 in Bmp9-KO pups leads to a patent ductus 
arteriosus: 
We have recently published that although Bmp9-KO pups have a normal retinal vascularization, 
injection of a neutralizing anti-BMP10 antibody at post-natal day 1 (P1) and 3 (P3) into these animals 
severely affected retinal vascularization while anti-BMP10 treatment in WT pups had no effect [5]. 
Interestingly anti-BMP10 treatment also resulted in a significant decrease of the overall size of these 
mice (Fig. 1A), and led to premature death at P4 or P5. These pups stopped gaining weight at P3 (Fig. 
1B) but this was not due to a loss of feeding, as milk could be observed in their stomach. Histological 
analysis of lungs of these pups indicated hemorrhages into the alveolar spaces (Fig. 1C). Taken 
together these symptoms reminded us to what can be observed in mice with a patent ductus arteriosus 
(PDA) [9,10]. We therefore looked at the DA of these pups at P5 by angiography after Evans blue 
injection.  We found that Bmp9-KO pups treated with control IgG had a closed DA while Bmp9-KO 
pups treated with anti-BMP10 antibodies had an open DA (Fig. 1D). This was further confirmed 
looking at Hematoxylin and Eosine (H&E) stainings of transverse sections of the DA at P5 (Fig. 1E). 
None of these effects were observable in WT pups treated with anti-BMP10 antibodies (Suppl. Fig 
1A, 1B, 1C). 
 
BMP9 inactivation leads to an abnormal closure of the DA at P4: 
Looking at the cellular organization of the center of the DA at higher magnification through semithin 
sections and electron microscopy images at P4 revealed other interesting points (Figure 2). As 
previously described by Tada et al. [11], the center of the DA of WT pups was filled by “intimal 
cells”.  The term intimal cells (IC) was used to include both endothelial cells and subendothelial 
intimal cells because it is difficult to differentiate exactly between the former and the latter. These 
cells were surrounded by the internal elastic lamina (IEL, tortuous dark blue ribbon) that was 
surrounded by several layers of vascular smooth muscle cells (VSMC) (Figure 2A). As expected, the 
DA of Bmp9-KO pups treated with an anti-BMP10 antibody was open (Figure 2A).  Red blood cells 
and islets of intimal cells could be detected in the lumen and interestingly this lumen was lined by a 
layer of flattened EC cells again surrounded by the IEL and VSMC (Figure 2B). Islets of IC cells were 
also sometimes observed within the lumen. Surprisingly, similar features were observed in untreated 
Bmp9-KO pups. The lumen was not completely closed, red blood cells could be detected, in some 
areas flat EC surrounding the lumen could be observed and in other areas IC could be observed 
(Figure 2B). Measuring the overall diameter of the DA demonstrated that it was significantly 
increased in Bmp9-KO treated pups versus WT pups or untreated Bmp9-KO pups (Figure 2C) 
suggesting a defect in DA constriction. Taken together, these results show that while Bmp9-KO pups 
treated with an anti-BMP10 antibody resulted in an open DA, Bmp9-KO pups also presented 
anomalies in the closure of the DA and that injection of an anti-BMP10 antibody exacerbated this 
phenomenon.  
 
BMP9 inactivation leads to a defect in the DA wall thickening at birth: 
As we observed an improper closure of the DA at P4 in Bmp9-KO pups, we wanted to see what 
happens at earlier time-points when the DA closes around birth. DA closure process in mice has been 
described to start before birth and closure is observed within a matter of 1-3 hours after birth [11]. We 
first performed a kinetic analysis of DA closure in WT versus Bmp9-KO pups. To do this, caesarian 
section at 18.5 days of gestation, that corresponds to a few hours before natural delivery were 
performed and pups were euthanized every hour. We observed a similar kinetic of closure for these 
pups. By three hours, the DA was closed in both WT and Bmp9-KO pups as shown in Figure 3A. 
Intimal thickening is an important feature in the process of DA closure, which starts at birth in mice 
[11,12]. We therefore measured the thickness of the DA wall at E16.5, immediately after caesarian 
section (t=0h) and one hour later (t=1h). While no differences could be detected between WT and 
Bmp9-KO pups at E16.5 and t=0 h, a significant decrease in the wall width was observed at t=1 hour 
in Bmp9-KO versus WT pups (Fig. 3B and C). We next analyzed the DA of newborn pups in the 
afternoon of their birth, referred as P0. Again the thickness of the DA was significantly reduced in 
Bmp9-KO pups versus WT pups (Fig. 3D and E). In contrast, semithin sections and electron 
microscopy images of the center of the DA at P0, did not show obvious differences in WT versus 
Bmp9-KO pups (Suppl. Fig 2); the center of the DA was filled by IC which were cuboidal and 
arranged densely and compactly as previously described [11].  
 
BMP9 and BMP10 upregulate cyclooxygenase 2 and hyaluronan synthase 2 expressions: 
Intimal thickening has been described to be mainly due to an increase in hyaluronan (HA) under the 
control of prostaglandins [13]. It was described that activated endothelial cells of the DA both produce 
HA and trigger SMC to produce this substance as well. We therefore looked whether hyaluronan 
synthases (HAS) and cyclooxygenease 2 (Cox2), which was described to be the major enzyme for 
prostaglandin production in the DA [14], could be targets of BMP9 or BMP10 in endothelial cells. To 
do this, human pulmonary arterial endothelial cell (hPAEcs) were stimulated with BMP9 or BMP10 
(10ng/mL) for different times and their mRNA levels for HAS and Cox2 were analyzed.  We found 
that BMP9 and BMP10 strongly increased Cox2 mRNA levels (Fig. 3F). HA is synthesized by 3 
isoforms of HAS (HAS1, HAS2 and HAS3) so we therefore studied their mRNA expression. HAS1 
mRNA was not detected in endothelial cells (data not shown), whereas HAS2 and HAS3 were present. 
HAS2 mRNA was significantly increased (around 5 fold) by BMP9 and BMP10 treatment while 
HAS3 expression was not regulated (Fig. 3G and H).   
 
BMP10 gene deletion is linked to PDA in human: 
Patent DA in newborns is a real medical problem [15]. Several genes have been linked to PDA [16]. 
We therefore looked whether patients with PDA would present a chromosomal deletion of BMP9 or 
BMP10.  To do this, research was performed in national and international databases of patients 
(AchroPuce, DECIPHER, ISCA) and healthy controls (DGV) analyzed by CGH-array, in order to 
identify individuals carrying copy number variation (CNV) including BMP9 or BMP10 genes. The 
information gathered in the DGV database showed the presence of many polymorphic CNVs 
(heterozygous deletion and duplication) including BMP9 gene. These preliminary data suggest that 
haploinsufficiency of the BMP9 gene are not directly involved in a specific disease. In contrast, no 
polymorphic CNVs including BMP10 were found. Moreover, two patients had a large heterozygous 
deletion including totally the BMP10 gene (Figure 4). In both cases, a PDA was reported in the 
clinical features. In patient 1, a 4.6Mb-deletion was detected encompassing 28 known protein-coding. 
In patient 2, a 7Mb-deletion including about 75 genes was detected. Six other patients, with several 
deletions overlapping these two previous anomalies, but without including BMP10, did not show any 
cardiac abnormality (no PDA). By collecting all these data, we were able to define a 700-kb minimal 
critical region (MCR) correlated with the presence of a PDA. This MCR included BMP10 among 
seven other genes (APLF, PLEK, FBX048, GKN2, PROKR1, CNRIP1, ARHGAP25). The results of 
human genetics provide an additional argument on the involvement of BMP10 in the physiopathology 





This study identified for the first time a critical role for BMP9 and BMP10 in the closure of the DA. 
Although Bmp9-KO mice are viable, looking at their DA around birth demonstrated that their DA will 
close, despite a significantly thinner DA wall in these pups versus WT pups.  In accordance with this 
observation, injection of a neutralizing anti-BMP10 antibody at P1 and P3 in these pups led to a re-
opening of the DA while it had no effect in WT pups. Interestingly, injection of anti-BMP9 and anti-
BMP10 antibodies at P1 and P3 in WT pups did not induce reopening of the DA (Suppl. Fig 1D and 
E) further supporting that the process which leads to an imperfect closure of the DA takes place at 
earlier time points, before birth.  Injection of anti-BMP10 antibodies at E16 in Bmp9-KO dams did not 
lead to viable pups (data not shown) and therefore the status of the DA could not be analyzed under 
these conditions. These data support a redundant role of BMP9 and BMP10 in the closure of the DA. 
In accordance with these data, we demonstrated that Cox2 and Has2 are two molecular targets for both 
BMP9 and BMP10. The role of these BMPs was further supported by our human genetic analyses. 
Indeed, we identified a MCR of 700 kb deleted in two patients with PDA that included the entire 
BMP10 gene.  
 
The DA is a unique blood vessel linking the pulmonary and systemic circulation in utero. It is derived 
from the left sixth aortic arch and its VSMC have a neural crest origin. The DA shunts blood away 
from the lungs during fetal life, but at birth this shunt is no longer needed and the vessel rapidly 
constricts. Postnatal persistence of the DA is predominantly a detrimental condition for preterm 
infants. DA closure has been described to occur in 2 phases. During the first few hours after birth 
occurs a functional closure which is an acute and provisional closure resulting from smooth muscle 
contraction of the DA. It is triggered by an increase in oxygen tension and a decline in levels of 
circulating PGE2, which is a vasodilatator. The second phase, the transformation of the former vessel 
into a ligament, is termed anatomical closure and correspond to a definitive closure. PGE2 have also 
been described to play a role in this phase via the production of HA before and around birth for proper 
intimal thickening [13]. Among species, there is a high degree of variability concerning the extent of 
this intimal thickening that takes place before or just after birth, and which mainly depends on the size 
of the animal [12]. Small animals, including chicken, rat, mouse and rabbit show no intimal cushion 
formation prior to DA constriction [11].  
 
Measuring the DA wall width at E16, just after the caesarian section (t=0h) and one hour later, we 
confirmed here that DA wall thickening in mice significantly increases one hour post-birth (Fig. 3B) 
and continue to increase at least until P0. We also measured the width of the subendothelial region and 
of the media corresponding to the different layers of VSMC in Bmp9-KO pups versus WT pups but 
did not found any differences between the two groups (data not shown). Thus we concluded that Bmp9 
loss-off-function led to a general decrease in the width of the DA. Several glycoproteins and 
glycosaminoglycans have been tested for their roles in intimal thickening of the DA. The Hyaluronic 
acid (HA) was the one that increased the most and interestingly it was shown that activated endothelial 
cells of the DA both produced and triggered SMC to produce HA [17,18]. Three known HA synthases 
(HAS1, HAS2, HAS3) produce HA polymers of varying lengths and expression of these three 
isoforms is cell- and tissue-specific [19]. In accordance to a previous work in HUVEC [20], we only 
detected HAS2 and HAS3 mRNA in human pulmonary arterial endothelial cells. We could show that 
BMP9 and BMP10 specifically and significantly regulated HAS2 but not HAS3 (Fig. 3G and H). 
HAS2 expression has been shown to be strongly induced in response to PGE2 via the receptor EP4 
[13]. PGE2 are produced by prostanglandin-endoperoxydase synthase 1 and 2, also known as 
cyclooxygenase 1 and 2 (Cox-1 and Cox2).
 
Cox2 has been described as the most important in closure 
of the DA. Its deletion leads to 35-57% death shortly after birth as a result of a PDA although 
mortality and incidence of PDA was increased when one copy of Cox1 was also inactivated [14]. We 
could show that BMP9 and BMP10 also strongly induced the expression of Cox2 mRNA expression 
(Fig. 3F). Our working model is thus that in absence of BMP9 there is a decrease in HAS2 and Cox2 
expressions that leads to a decrease in HA, which will reduce DA widening after birth.  
 
Importantly, we show here that addition of anti-BMP10 antibodies at P1 and P3 will induce a 
reopening of the DA in Bmp9-KO pups but not in WT pups. These results suggest that BMP9 and 
BMP10 are necessary in the process of anatomical closure proceeding after birth. This process is much 
less documented and results from extensive remodeling of the DA wall, which leads to permanent 
closure of the DA. In mice, ultrastructure analysis showed that intimal cells that were arranged densely 
and compactly at birth became gradually dissociated from one another and were surrounded by elastic 
fibers [11]. At first, the formation of these elastic fibers was noted at the periphery of the intima, and 
later in the center. In the present work, we observed similar features in WT pups between P0 and P4 
(Suppl. Fig. 2 and Fig. 2A and B). This process seemed to be defective in Bmp9-KO pups treated with 
anti-BMP10 antibodies. Indeed, although at P0 the flattened EC had became cuboidal IC as in WT 
pups (Suppl. Fig. 2); at P4, we saw flattened endothelial cells tightly attached to each other that 
surrounded the lumen as could be seen in a DA before closure (Fig. 2A and B). Islets of cuboidal IC 
could still be detected in some areas of the lumen. P4 untreated Bmp9-Ko pups had an intermediate 
phenotype with some IC surrounded by elastic fibers and some flattened EC (Fig. 2A and B). Taken 
together these results suggested that absence of BMP9 and BMP10 in these pups would block this 
process and thus these IC would come back to their initial stage of flattened EC. This process of 
differentiation of EC into IC producing extracellular matrix proteins and elastic like fibers resembles 
the process of endothelial to mesenchymal transition (endMT), a process that has been mostly 
described in cardiac valve formation. TGFß and BMPs have been shown to be involved in endMT and 
epithelial to mesenchymal transition (EMT) [21,22]. Although TGFß is clearly a key player in EMT 
and endMT via expression of many extracellular proteins, the role of BMPs is still not clearly 
understood. BMP7 has been shown to be a potent inhibitor of endMT during formation of the 
atrioventricular cushion [23] although another work described that BMP6 and BMP7 are necessary for 
cardiac cushion formation [24]. BMP2 and BMP4 have also been described to induce EMT and 
endMT [25,26]. Interestingly, BMP9 was recently shown to induce EMT transition in hepatocellular 
carcinoma cells [27]. From these data we could propose that in absence of BMP9 and BMP10, endMT 
is blocked and that the DA re-opens. Further work will be necessary to test this novel hypothesis.  
 
After birth, the DA diameter narrows until forming a very thin ligament. The DA diameter in Bmp9-
KO pups treated with anti-BMP10 antibodies was significantly bigger than in WT pups at P4 (Fig. 
2C). Therefore another possible explanation for the reopening of the DA would be a defect in this 
process that would not allow the maintenance of a pressure on the center of the DA and thus in 
response to blood pressure the DA would return to its previous open stage. The molecular mechanisms 
involved on this process are completely unknown and much more work will be necessary to challenge 
this hypothesis.  
 
PDA in human infants can be divided into two groups; a relatively rare condition seen in term infants 
that exist as part of a constellation of other physical anomalies and a common condition present in 
very preterm infants that would not be present if these infants had been born at term. Several genetic 
studies have focused on PDA associated with syndromes often excluding preterm infants.  Mutations 
in MYH11, a gene encoding smooth muscle myosin heavy chain 11, and in smooth muscle a-actin 
(ACTA2) have been identified in the syndrome of thoracic aneurysm and PDA [28,29]. In accordance, 
myh11-/- mice have a delayed closure of the DA, but full closure will occur [10]. Mutations in the 
gene TFAP2B have also been found to result in Char syndrome, a rare disorder characterized by facial 
dysmorphism, hand anomalies, and PDA [30,31]. Gene polymorphisms associated with PDA in 
preterm infants have also been recently described [15]. In the present study, our genetic analysis in 
national and international databases showed the presence of many polymorphic CNVs (heterozygous 
deletion and duplication) in BMP9 gene but not in BMP10. We therefore focused on BMP10 and 
found two patients with a PDA that allowed us to define a 700-kb minimal critical region (MCR) 
including BMP10 among seven other genes (APLF, PLEK, FBX048, GKN2, PROKR1, CNRIP1, 
ARHGAP25). These results provided an additional argument on the involvement of BMP10 in the 
physiopathology of the PDA. However, these encouraging results require confirmation and further 
molecular analyses of the BMP10 gene in a larger cohort of patients with a PDA.  
 
Targeted genetic manipulations have made the mouse an ideal system in which to investigate genes 
involved in closure of the DA. Deletion of genes related to transcription controls (Tcfap2b, Brg1-a and 
Myocd) have been linked to PDA [15]. Interestingly, myocardin and Brg1 are two transcription factors 
that have been shown to be potent regulators for BMP10 [7,32,33] further supporting a link between 
PDA and BMP10.  
 
So far, all the mouse gene-targeting models that led to a PDA encompass genes involved in functional 
closure either in the prostaglandin pathway (Cox2, Ptger4) or in vascular smooth muscle contraction 
and differentiation (Myh11, Jag1). In this report, we describe for the first time a model where the DA 
closes and then re-opens that might allow us to decipher the process of anatomical closure. The only 
example to our knowledge of a reopening of the DA was described in cases of bacterial infection, 
suggesting that infection might also deregulate the pathways involved in this anatomical closure [34]. 
It will be interesting in the future to test a possible link between the BMP pathway and bacterial 
infection for PDA reopening.   
 
We have previously shown that both BMP9 and BMP10 are present in blood and that their circulating 
levels are much higher around birth suggesting a potential role for them in perinatal vascular 
remodeling. Very recently, we showed that Bmp9 loss-of-function impaired lymphatic maturation 
demonstrating that BMP10 cannot compensate for BMP9 in this case [5]. Inversely, it was shown that 
loss of BMP10 could not be compensated for cardiac development [6,7]. These studies revealed 
context-dependent role of BMP9 and BMP10. However, when looking at blood vessel maturation this 
does not seems to be the case as we showed that for retinal vascularization BMP9 and BMP10 are 
redundant [5] and this was recently confirmed by another group [6]. As presented in this study, this 
also seems to be the case also for proper closure of the DA. Our genetic analyses favour a role of 
BMP10 in PDA however further experiments will be needed to clearly identify their respective roles 
in human. It will be interesting in the future to measure circulating levels of BMP9 and BMP10 in 
term and preterm infants in order to see if there is an increase in these two factors around birth as in 
the mouse, and if we can correlate the circulating levels of these BMPs with PDA.  
 
The processes of separation of endothelial cells from their basal lamina and neointimal cushion 
formation are required for closure of the DA when it constricts in newborns, but constitute endothelial 
damage elsewhere. Therefore, a better understanding of the mechanisms governing this physiologic 
endothelial damage in the perinatal DA might not only provide deeper insights into the 
pathophysiology of patent DA, but also of other vascular diseases such as pulmonary arterial 
hypertension and atherosclerosis [35,36]. Familial PAH has been linked to mutations of BMPR2 and 
ALK1, the type 2 and type 1 high affinity receptors for BMP9 and BMP10 [37]. Therefore, although 
triggering events of intimal thickening may differ between hypertension and normal DA closure, the 
morphological similarities in the two cases could suggest common mechanisms.  
 
Taken together these data demonstrate that 1) BMP9 is necessary for a proper closure of the PDA, 
although in its absence the DA will still close and the pups will be fine; and that 2) the absence of 
BMP10 together with the absence of BMP9 will irreversibly block the proper closing of the DA.  
These results demonstrate for the first time, the role of two circulating growth factors in the closure of 





Figure 1: Bmp9-KO pups tread with anti-BMP10 antibodies present a patent ductus arteriosus 
at P5.  
 
Bmp9-KO pups were treated at P1 and P3 with control immunoglobulin (IgG) or an anti-BMP10 
antibody (15mg/kg) and sacrificed at P5. (A) Representative photographs of 2 littermate Bmp9-KO 
pups at P5. (B) Typical weight curve of a Bmp9-KO litter from P1 to P5 (n=3 pups in each group, 
error bars show SEM). (C) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of Bmp9-KO pups’ lungs. Scale 
bar: 200 µm. (D) Representative angiographic images after Evan’s Blue injection of the cardiac 
outflow tract, the great arteries and the DA. IA: innominate artery, LCCA left common carotid artery, 
LSCA: left subclavian artery, PA pulmonary artery. Scale bar: 0.5 mm (E) H&E-stained transverse 
sections of the DA. Scale bar: 100 µm. 
 
Figure 2: Abnormal closure of the DA in Bmp9-KO pups at P4.  
 
WT pups and Bmp9-KO pups were treated at P1 and P3 with control immunoglobulin (IgG) or an anti-
BMP10 antibody (15mg/kg) and sacrificed at P4. (A) Representative semithin transverse sections of 
the DA. For all panels, the areas in the boxes are shown at higher magnifications in the neighboring 
images beneath. The center of the DA was filled with intimal cells (IC), encircled by the internal 
elastic lamina and (IEL) surrounded by several layers of vascular smooth muscle cells (VSMC). Scale 
bar: 20µm. (B) Representative transmission electron microscopy (TEM) images of transverse sections 
of the DA center. Scale bar: 2µm. TEM images are chosen at the interface between the IEL and ICs or 
ECs. RBC: red blood cells, EC: endothelial cells, MD: matrix deposition, BL: basal lamina.  (C) 
Quantification of the diameter of the DA, as outlined by the double arrow-line in (A), in WT pups 
treated with IgG (n=8), and Bmp9-KO pups treated with IgG (n=6) or with anti-BMP10 (n=7). 
***P≤0.001, **P≤0.01 significantly different by Mann Whitney test. Error bars show SEM. 
 
Figure 3: Thickening defect in DA in Bmp9-KO at P0 that could be linked to COX2 and HAS2 
genes upregulation by BMP9 and BMP10.  
 
(A) Representative angiographic images of the DA (arrowhead) after Evan’s Blue injection in the 
ventricles after caesarian section at term (E18.5, t=0h) and 3 hours later (t=3h) in WT and Bmp9-KO 
pups. Scale bar 500 µm. (B) H&E-stained longitudinal sections of the DA of WT and Bmp9-KO pups 
1 hour after caesarian section (E18.5). Scale bar: 100µm. (C) Quantification of the thickness of the DA 
wall as outlined by the double arrow-line in (B) in WT and Bmp9-KO pups at E16, just after caesarian 
section at term (E18.5, t=0h) and 1 hour later (t=1h) (WT, n=7, n=4, n=3 and Bmp9-KO, n=5, n=5, 
n=3, respectively). (D) H&E-stained transverse sections of the DA of WT and Bmp9-KO pups at P0. 
Scale bar: 100µm. (E) Quantification of the diameter of the DA in WT and Bmp9-KO pups as outlined 
by the double arrow-line in (D) (n=6 in each group). (F, G, H) mRNA fold changes of COX2, HAS2 
and HAS3 expression in hPAEcs stimulated with BMP9 or BMP10 (10ng/mL) in serum-free 
conditions for the indicated times (1, 2, 4, and 8 hours). Expression of HPRT was used as the 
normalization control. The results are represented as mRNA fold changes measured in BMP9-treated 
cells versus untreated cells at each time point. Data are the mean ±SEM from 3 independent 
experiments performed in duplicate. Error bars show SEM in graphics C, E, F, G, H. **P≤0.01 and 
*P≤0.05 significantly different by Mann Whitney test. 
 
Figure 4: BMP10 gene deletion is associated with Patent Ductus Arteriosus in human.  
Schematic representation of the human chromosome region 2p13.3-2p14 using the UCSC genome 
browser (http://genome.ucsc.edu/). Upper panel: Ideogram of the chromosome region 2p13.3-2p14 
with the physical positions of the genes. Lower panel: All CNVs in this region reported in literature 
are represented with solid black bars. The 700-kb minimal critical region (MCR) correlated with the 
presence of a PDA is emphasized by dashed lines. The candidate genes included in this MCR are 
brought out.  
 
Supplementary figure 1: Histological analysis of DA WT pups at P5 treated with anti-BMP10 
and anti-BMP9. 
 
WT pups were treated at P1 and P3 with control immunoglobulin (IgG) or an anti-BMP10 antibody 
(15mg/kg) or with a mixture of anti-BMP10 and antiBMP9 (15mg/kg and 5 mg/kg respectively) and 
sacrificed at P5. (A and D) Representative angiographic images of the DA after Evan’s Blue injection 
in the ventricle. Scale bar: 500 µm. (B and E) H&E-stained transverse sections of the DA. Scale bar: 
100 µm. (C) Typical weight curve of a WT litter, 3 pups treated with IgG, 2 with an anti-BMP10 
antibody and 1 with both antibodies. Error bars show SEM. 
 
Supplementary figure 2: Histological analysis of DA at P0 
 
(A and C) Representative semithin transverse sections of the DA of WT and Bmp9-KO pups at P0. 
Scale bar: 20µm. The areas in the boxes are shown at higher magnifications in the neighboring images 
on the right. (B and D) Representative transmission electron microscopy (TEM) images of transverse 
sections of the DA center. Scale bar: 5µm. TEM images are chosen at the interface between the IEL 
and ICs.  
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3. Bref résumé de l’article 
(1) MalgƌĠ des dĠfauts d’ĠpaississeŵeŶt et de ƌeŵodelage de leuƌ DA à PϬ et Pϰ, les souƌiĐeauǆ 
Bmp9-KO compensent ces anomalies et sont viables.  
 
(2) Cependant, le traitement anti-BMP10 amplifie les défauts du DA des souriceaux Bmp9-KO et 
entraîne une réouverture tardive de leur DA.  
 
(3) En accord avec ces résultats, nous démontrons que COX2 et HAS2, 2 protéines impliquées dans 
l’ĠpaississeŵeŶt et la feƌŵetuƌe du DA,  soŶt des Điďles ŵolĠĐulaiƌes de BMPϵ et de BMPϭϬ.  
  
(4) Le rôle de ces BMP dans la fermeture du DA est renforcé par des données de génétique humaine 
qui identifient une région minimale critique de 700-kb, codant pour 8 gènes, dont BMP10, corrélée 
aveĐ la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA.  
 
4. Discussion et perspectives  
JusƋu’à pƌĠseŶt, Ŷous Ŷ’avoŶs pas ƌĠussi à eǆpliƋueƌ eŶ dĠtail le ŵĠĐaŶisŵe de ƌĠouveƌtuƌe 
du DA. C’est iŶĐoŶtestaďleŵeŶt uŶe ƋuestioŶ iŵpoƌtaŶte à laƋuelle Ŷous essaǇoŶs de ƌĠpoŶdƌe . Il 
semble que le mécanisme de réouverture puisse être divisé en deux composantes : le remodelage du 
centre du DA, et les SMC de la media.  
 
En ce qui concerne le remodelage du centre du DA, Ŷous ĠtudioŶs l’hǇpothğse d’uŶ dĠfaut de 
transition endothélio-mésenchymateuse (endMT). Elle est ĠtaǇĠe paƌ le ŵaiŶtieŶ aŶoƌŵal d’uŶ 
phénotype endothélial chez les souriceaux Bmp9-KO et paƌ l’aďseŶĐe de dĠpôt de MEC eŶtƌe les 
Đellules de l’iŶtiŵa. Par une approche d’immunohistochimie nous testons l’apparition de marqueurs 
mésenchymateux (vimentine, SMA), la disparition de marqueurs endothéliaux (CD31, VE-cadhérine, 
facteur de von Willebrand) et le dépôt de protéines de la MEC dans le centre du DA ( fibrilline, 
élastine). Par une approche in vitro Ŷous ĠvaluoŶs la ƌĠgulatioŶ paƌ BMPϵ et BMPϭϬ l’eǆpƌessioŶ de 
ŵaƌƋueuƌs de l’eŶdMT ou de l’EMT, dont SNAIL. Nous tƌavailloŶs pouƌ Đela aveĐ des CE d’aƌtğƌe 
pulmonaire (hPAEC) mais dans l’idĠal, il faudƌait isoleƌ les CE du DA.  
 
Le phĠŶotǇpe des SMC de la ŵĠdia ĐoŶstitue l’autƌe paƌaŵğtƌe de la ƌĠouveƌtuƌe Ƌue Ŷous 
étudions. Dans ce processus, il faut imaginer que la vasoconstriction doit être maintenue 
suffisaŵŵeŶt loŶgteŵps pouƌ Ƌue le ƌeŵodelage du ĐeŶtƌe puisse s’effeĐtueƌ. Paƌ ailleuƌs, les SMC 
doivent aussi progressivement perdre leur fonction contractile et/ou acquérir un phénotype 
sǇŶthĠtiƋue et/ou suďiƌ de l’apoptose (Tananari et al., 2000) (Tada and Kishimoto, 1990). Le 
phénotype des SMC du DA doit donc être finement régulé. Dans ce contexte, la délétion sélective de 
Jag1 dans les SMC conduit à un PDA causé par un défaut de différenciation des SMC (Feng et al., 
2010). Le ŵodğle pƌĠseŶtĠ paƌ les auteuƌs est Đelui d’uŶ dĠfaut de pƌopagatioŶ de la sigŶalisatioŶ 
JAG1-NOTCH dans la profondeur de la paroi du DA. Jag1 a récemment été décrit comme une cible de 
BMP9 et de BMP10, de ŵġŵe Ƌue d’autƌes ŵeŵďƌes de la voie de sigŶalisatioŶ NOTCH. (Cf partie 
pƌĠĐĠdeŶte suƌ l’aŶgiogeŶğse de la ƌĠtiŶe et (Larrivee et al., 2012) (Moya et al., 2012)). Nous pouvons 
doŶĐ iŵagiŶeƌ Ƌue l’aďseŶĐe de BMPϵ et de BMPϭϬ puisse affeĐteƌ la diffĠƌeŶĐiatioŶ des SMC. DaŶs 
ce cas-là, le phĠŶotǇpe oďseƌvĠ ƌĠsulteƌait eŶ paƌtie d’uŶ dĠfaut de ŵaiŶtieŶ du phĠŶotǇpe 
contractile des SMC dans les jours qui suivent la naissance.  
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Echlter et al. ont récemment décrit que les plaquettes étaient impliquées dans la fermeture 
du  DA. A l’appui de Đette dĠŵoŶstƌatioŶ, ils pƌĠseŶteŶt des ŵodğles ŵuƌiŶs ĐoŶvaiŶĐaŶts de PDA  : 
les souris Itga2b-KO et les souris Nfe2-KO qui présentent toutes deuǆ des dĠfauts d’agƌĠgatioŶ 
plaquettaire (Echtler et al., 2010). Des images de TEM (microscopie électronique à transmission) 
démontrent également le recrutemeŶt de plaƋuettes au Ŷiveau de l’eŶdothĠliuŵ du DA. C’est uŶe 
ĐaƌaĐtĠƌistiƋue Ƌue Ŷous Ŷ’avoŶs pas ƌetƌouvĠe daŶs Ŷos aŶalǇses de DA à PϬ paƌ TEM. Par ailleurs, 
l’analyse rétrospeĐtive d’uŶe Đohoƌte de Ŷouveau-nés affectés de thrombocytopénie (faible nombre 
de plaquettes) avait montré un risque accru dans cette population de développer un PDA. Ces 
résultats ont depuis été contredits par plusieurs groupes (Sallmon et al., 2012) (Fujioka et al., 2011) 
(Shah et al., 2011). 
 
Nos résultats chez la souris sont appuyés par des analyses génétiques humaines qui 
suggèrent que BMP10 serait plus important que BMP9 dans la fermeture du DA. La région minimale 
critique de 700-kb identifiée contient 7 gènes en plus de BMP10: APLF, PLEK, FBX048, GKN2, PROKR1, 
CNRIP1, ARHGAP25. AuĐuŶ d’eŶtƌe euǆ Ŷ’est assoĐiĠ à la pƌĠseŶĐe d’uŶ PDA daŶs la littĠƌatuƌe. Afin 
d’aŶalǇseƌ plus eŶ dĠtail les ƌôles de BMPϵ et de BMPϭϬ Đhez l’hoŵŵe, des dosages plasŵatiƋues de 
ces deux protéines sont nécessaires. Pour cela, une collaboration a été mise en place ave Đ l’ĠƋuipe 
du Pr. Debillon, du Service de médecine et Réanimation Néonatale du CHU Grenoble. Du sang de 
cordon est prélevé chez des nouveau-nés prématurés et à terme pour effectuer les dosages de BMP9 
et de BMP10. La cohorte est en cours de constitution.  
  
Notre étude est la première à démontrer un rôle de BMP9 et de BMP10 dans la fermeture du 
DA. Elle ouvre des perspectives en clinique humaine, mais elle apporte également un éclairage 
nouveau sur une phase méconnue de la physiologie du DA : sa transformation en ligament. Notre 
modèle de réouverture tardive du DA participera à une meilleure compréhension de ces étapes 
tardives de remodelage qui sont peu décrites dans la littérature.   
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IV. BMP9 et BMP10 au cours de la gestation 
1. Contexte de l’étude : 
Une angiogeŶğse phǇsiologiƋue à lieu au Đouƌs des pƌoĐessus d’iŵplaŶtatioŶ et de 
plaĐeŶtatioŶ. C’est Đe Ƌui a ĐoŶduit Ŷotƌe ĠƋuipe à Ġŵettƌe l’hǇpothğse Ƌue BMPϵ pouvait ġtƌe 
impliqué dans la gestation et que les taux de BMP9 pouvaient varier au cours de cette période. Dans 
Đe ĐoŶteǆte, Maƌie Bidaƌt, la doĐtoƌaŶte Ƌui ŵ’a pƌĠĐĠdĠe, a dĠŵoŶtƌĠ l’eǆisteŶĐe d’uŶ piĐ de BMPϵ 
au cours des 2 jours précédant la mise bas, sans pour autant avoir eu le temps de trouver sa 
provenance et son rôle ;DoŶŶĠes ŶoŶ puďliĠesͿ. J’ai pouƌsuivi Đe tƌavail eŶ Ǉ iŶĐluaŶt l’Ġtude de 
BMP10. 
  
Pour étudier les taux de BMP9 et BMP10 nous utilisons 3 méthodes de dosage : un Elisa 
BMP9, un Elisa BMP10 et un dosage biologique. Chacune permet de doser des formes particulières 
des 2 protéines (Figure 52). Elles sont détaillées dans les paragraphes qui suivent. 
 
Figure 52 Formes plasmatiques de BMP9 et de BMP10 détectées par dosage biologique et par Elisa.  
 
Un Elisa BMP9 a été développé dans le laboratoire à partir de deux anticorps, un monoclonal 
(MAB3209, R&D Systems) et un polyclonal (BAF3209, R&D Systems). Ils sont dirigés contre la partie 
ŵatuƌe de BMPϵ Ƌu’elle soit sous uŶe foƌŵe active, Đ’est à diƌe Đapaďle de se lieƌ à soŶ ƌĠĐepteuƌ 
ALK1, ou non. Cet ELISA permet de détecter le BMP9 mature seul, le BMP9 processé mais associé de 
manière non-covalente à son prodomaine et le BMP9 non processé. Chez l’hoŵŵe, nous avons 
montré que BMP9 circule sous une forme active avec le dimère mature complexé à son prodomaine 
et sous une forme inactive correspondant au dimère de pro-BMP9 non processé (Bidart et al., 2012).  
L’Elisa BMP10 que nous utilisons est commercial (USCNK, n° E92106Mu) et il permet de 
détecter les formes matures et complexées de BMP10 murin. Nous Ŷe savoŶs pas Đe Ƌu’il eŶ est pouƌ 
la forme non processée (ni même si elle est circulante). 
Un dosage biologique a également été mis au point dans le laboratoire. Cette méthode 
consiste à cotransfecter dans des fibroblastes 3T3 un plasmide exprimant ALk1 et un plasmide 
exprimant la Firefly sous le contrôle du promoteur  BRE (BMP Responsive Element)  (Korchynskyi and 
ten Dijke, 2002). Cette méthode de dosage permet de détecter les formes actives de BMP9 et de 
BMP10. Il faut ici préciser que notre test biologique sur les fibroblastes est fait en diluant le plasma à 
Ϭ,ϱ% de ŵaŶiğƌe à Ġvalueƌ uŶiƋueŵeŶt l’aĐtivatioŶ du ƌĠĐepteuƌ ALKϭ. A des dilutioŶs ŵoiŶs 
iŵpoƌtaŶtes, d’autƌes ƌĠĐepteuƌs seraient activés (ALK2, ALK3 et ALK6).  
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EŶ ƌĠsuŵĠ et à Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe, Đhez l’hoŵŵe, BMPϵ ĐiƌĐule sous Ϯ foƌŵes  : la forme 
dimérique non-processée (inactive) et la forme processée mature associée à son prodomaine (active) 
(Bidart et al., 2012). Chez l’hoŵŵe, BMPϭϬ ĐiƌĐule au moins en partie sous une forme processée 
(Sengle et al., 2008; Souza et al., 2008). Chez la souris, BMP10 circule sous une forme inactive et 
BMP9 circule sous une forme active mais nous ne savons pas à quoi elles correspondent.  
2. Résultats : 
a. Pics de BMP9 et de BMP10 au cours des 2 jours précédant la mise bas.  
L’Ġtude des vaƌiatioŶs des tauǆ de BMPϭϬ a ĠtĠ faite à paƌtiƌ d’uŶ gƌoupe de ϳ souƌis CϱϳBlϲ, 
dont le sang était prélevé régulièrement par prélèvement rétro-orbitaire au cours de la gestation. Le 
dosage a été fait avec le kit ELISA commercial, le plasma étant dilué au 1/20 dans du PBS triton 0,5% 
pouƌ s’affƌaŶĐhiƌ de l’effet ŵatƌiĐe.  Les ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt uŶ piĐ de BMPϭϬ plasŵatiƋue daŶs les Ϯ 
jours précédant la mise-bas (Figure 53, A).  
Nous avons voulu savoir si ce pic de BMP10 était actif dans le plasma par un dosage 
biologique. Pour cela, nous avons utilisé du sang de souris Bmp9-KO doŶt oŶ sait Ƌu’uŶe aĐtivitĠ 
mesurée dans le plasma ne peut pas être attribuée à BMP9. Chez les souris Bmp9-KO, nous ne 
dĠteĐtoŶs auĐuŶ piĐ d’aĐtivitĠ, aloƌs Ƌue Đoŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, Ŷous dĠteĐtoŶs uŶ piĐ de BMP10 
(Figure 53, B). En fin de gestation, les souris présentent donc un pic de BMP10, et, comme chez les 
souƌis ŶoŶ gestaŶtes, Đe BMPϭϬ Ŷ’est pas aĐtif daŶs Ŷotƌe test ďiologiƋue. Des mécanismes 
d’aĐtivation locaux doivent donĐ eǆisteƌ iŶ vivo, ou aloƌs Đe soŶt d’autƌes ƌĠĐepteuƌs Ƌui soŶt aĐtivĠs.  
Finalement, en rassemblant les résultats des dosages de BMP9 (dosage biologique) et de 
BMP10 (dosage Elisa), on observe que les 2 protéines présentent un pic au cours des 2 jours 
précédant la mise-bas (Figure 53, C). Il est intéressant de noter que le niveau de BMP10 circulant est 
nettement supérieur au niveau de BMP9 circulant.  
 
Figure 53 Taux de BMP9 et de BMP10 au cours de la gestation murine. 
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Nous avoŶs eŶsuite ƌeĐheƌĐhĠ l’oƌigiŶe tissulaiƌe du piĐ de BMPϭϬ plasŵatiƋue. Pouƌ Đela, 9 
souris OF1 gestantes ont été sacrifiées à 3 temps différents (E11.5,  E14.5 et E17.5). Les expressions 
de Bmp9 et de Bmp10 ont été analysées par RT-qPCR après extraction des ARN des tissus provenant 
des embryons, des foies des femelles gestantes et des placentas. Les résultats ont été normalisés par 
rapport au gène de référence Hprt. Les résultats montrent une induction importante de BMP10 dans 
le placenta en fin de gestation. Entre E11.5 et E17.ϱ, l’eǆpƌessioŶ de Bmp10 est multipliée plus de 13 
fois (Figure 54, A). Cette expression est stable dans le foie des femelles gestantes et dans les 
eŵďƌǇoŶs ;‘Ġsultats ŶoŶ ŵoŶtƌĠsͿ. L’expression de Bmp9 daŶs le plaĐeŶta Ŷ’augŵeŶte pas au Đouƌs 
de la gestation, voire même décroit légèrement (Figure 54, B), taŶdis Ƌu’elle ƌeste staďle daŶs le foie 
et dans les embryons (Résultats non montrés). De la même manière que pour les protéines, les 
Ŷiveauǆ d’eǆpƌessioŶ A‘N de Bmp10 semblent beaucoup plus importants que ceux de Bmp9, de 
l’oƌdƌe de ϭϬϬϬ fois plus. 
 
 
Figure 54 Expression ARN de BMP10 et de BMP9 dans le placenta au cours de la gestation murine 
 
BieŶ Ƌue l’eǆpƌessioŶ de Bmp9 Ŷ’augŵeŶte pas eŶ fiŶ de gestatioŶ daŶs le plaĐeŶta, il Ŷ’eŶ 
ƌeste pas ŵoiŶs Ƌu’uŶ piĐ plasŵatiƋue de la pƌotĠiŶe s’oďseƌve au ŵġŵe ŵoŵeŶt Đhez la feŵelle 
gestante. Devant ces données contradictoires, nous avons voulu déterminer si le BMP9 circulant était 
d’oƌigiŶe fœtale ou ŵateƌŶelle. Pouƌ Đela, Ŷous avoŶs ĐƌoisĠ uŶe feŵelle Bmp9-KO avec un mâle WT, 
et des prélèvements rétro-orbitaires ont été réalisés au cours de la gestation.  
Il faut à nouveau préciser que le croiseŵeŶt d’uŶ ŵâle et d’uŶe feŵelle Bmp9-KO engendre 
une portée viable, les femelles mettant-ďas saŶs diffiĐultĠ ŵalgƌĠ l’aďseŶĐe d’uŶ piĐ d’aĐtivitĠ 
biologique dans leur plasma. De plus, la duƌĠe de gestatioŶ Ŷ’appaƌaît pas différente de celle des WT. 
Une autre précision concerne le taux de BMP9 des hétérozygotes : il est identique à celui de WT.  
 
DaŶs hǇpothğse d’uŶe oƌigiŶe fœtale du piĐ de BMPϵ plasŵatiƋue, eŶ ĐƌoisaŶt uŶe feŵelle 
Bmp9-KO avec un mâle WT, nous devrions observer un pic de BMP9 biologiquement actif dans le 
plasma de la mère. Or, le suivi par dosage biologique de ce croisement ne révèle absolument aucun 
piĐ d’aĐtivitĠ ďiologiƋue. Cela seŵďle iŶdiƋueƌ Ƌue le piĐ de BMPϵ oďseƌvĠ Đhez la ŵğƌe est d’oƌigiŶe 
ŵateƌŶelle. SaĐhaŶt Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas d’induction de Bmp9 dans le foie des femelles gestantes, et en 
ĠĐaƌtaŶt l’hǇpothğse d’uŶe ƌĠgulatioŶ post-traductionnelle de BMP9, une autre source de BMP9 doit 
donc exister chez la femelle gestante. Dans le contexte de la gestation et de la préparation à la mise-
bas, le myomètre pourrait être la source en question.  
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L’eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats ŵet eŶ luŵiğƌe uŶ Ŷouveau site de pƌoduĐtioŶ de BMPϭϬ et de 
BMP9 : le placenta. Toutefois, bien que les pics plasmatiques de ces 2 protéines soient 
superposables, leurs activités biologiques sont différentes: BMP9 est biologiquement actif, ce qui 
Ŷ’est pas le Đas de BMPϭϬ. Les eǆpƌessioŶs A‘N daŶs le plaĐeŶta de Bmp9 et de Bmp10 semblent 
également évoluer dans un sens opposé  en fin de gestation. Les rôles de BMP9 et de BMP10 
pourraient donc être différents au cours de la gestation. 
b. Rôles de BMP9 et de BMP10 au cours de la gestation.  
Coŵŵe ŵeŶtioŶŶĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, le ĐƌoiseŵeŶt d’uŶ ŵâle et d’uŶe feŵelle Bmp9-KO 
engendre une portée viable, les femelles mettant-bas sans difficulté et sans retard notable. La taille 
des portées Bmp9-KO est aussi identique à celle des WT. En conséquence, soit BMP9 joue un rôle 
négligeable au cours de la gestation, soit son absence est compensée par BMP10.  
Nous avons donc voulu Ġtudieƌ l’iŵpliĐatioŶ de BMPϭϬ daŶs la gestatioŶ. L’iŶvalidatioŶ de 
BMP10 étant létale au cours du développement embryonnaire,  notre stratégie a consisté à injecter 
uŶ aŶtiĐoƌps ŶeutƌalisaŶt BMPϭϬ à des souƌis WT gestaŶtes. Nous avoŶs dĠĐidĠ d’effeĐtueƌ l’iŶjeĐtioŶ 
de l’aŶti-BMP10 (R&D Systems MAB 2926 à 5 mg/kg en intra-péritonéale) au 16ème jour de gestation, 
Đ’est-à-diƌe au dĠďut du piĐ de BMPϭϬ. DaŶs Đes ĐoŶditioŶs, les souƌiĐeauǆ issus d’uŶe ĐĠsaƌieŶŶe 
soŶt viaďles. Nous Ŷ’avoŶs ĐepeŶdaŶt pas laissĠ la ŵise -bas se faiƌe paƌ voie ďasse, Đe Ƌu’il seƌait 
intéressant de faire.  
Pour tester une possible redondance entre BMP9 et BMP10 dans la gestation, nous avons 
iŶjeĐtĠ l’aŶti-BMP10 à une femelle gestante Bmp9-KO. Dans ces conditions, la femelle arrive à mettre 
bas mais les nouveau-ŶĠs ŵeuƌeŶt daŶs l’heuƌe Ƌui suit leuƌ ŶaissaŶĐe. DaŶs le Đas d’uŶe ĐĠsaƌieŶŶe 
précédant de quelques heures la mise bas naturelle, les souriceaux meurent dans les 2 heures 
suivant leur naissance. Ils présentent un phénotype hémorragique au niveau du crâne (Figure 55). Ces 
ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes suggğƌeŶt Ƌue BMPϵ et BMPϭϬ soŶt ƌedoŶdaŶts eŶ fiŶ de gestatioŶ et Ƌu’ils 
seraient nécessaires à la survie du nouveau-ŶĠ plutôt Ƌu’au dĠĐleŶĐheŵeŶt de l’aĐĐouĐheŵeŶt.   
 
Figure 55 Crâne de nouveau-nés, une heure après leur naissance, après une mise-bas naturelle. 
  
3. Discussion et perspectives 
Les résultats présentés montrent un pic de BMP9 et de BMP10 entre 1 et 2 jours avant la 
mise-bas chez la femelle. Ils sont à mettre en parallèle avec ceux observés durant la période 
périnatale chez le souriceau. La question se pose de savoir si les taux mesurés chez la femelle 
gestante ont un rôle précis chez elle ou s’ils seƌveŶt uŶiƋueŵeŶt aux remodelages vasculaires chez 
l’eŵďƌǇoŶ, Đoŵŵe Đela a ĠtĠ ŵis eŶ ĠvideŶĐe daŶs les ƌĠsultats pƌĠseŶtĠs daŶs les Đhapitƌes 
pƌĠĐĠdeŶts. Nous Ŷ’avoŶs pouƌ l’iŶstaŶt pas ƌĠsolu Đette ƋuestioŶ.  
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Des ƌĠsultats tƌğs ƌĠĐeŶts ŵoŶtƌaŶt l’iŵpliĐatioŶ de BMP‘Ϯ daŶs le ŵaiŶtieŶ de la gestation 
apportent un axe de travail sur le rôle de BMP9 et de BMP10 dans la gestation (Nagashima et al., 
2013). BMP9 et BMP10 pourraient être les ligands de BMPR2 impliqués dans ce processus. Les souris 
doŶt BMP‘Ϯ a ĠtĠ iŶvalidĠ daŶs l’utĠƌus ;à l’aide de la Cƌe -recombinase exprimée sous le contrôle du 
pƌoŵoteuƌ du ƌĠĐepteuƌ de la pƌogestĠƌoŶeͿ soŶt stĠƌiles, pƌiŶĐipaleŵeŶt du fait d’uŶ dĠfaut de 
décidualisation, associé à des anomalies de vascularisation du placenta. Le processus de 
dĠĐidualisatioŶ ĐoŶsiste eŶ la pƌolifĠƌatioŶ et la diffĠƌeŶĐiatioŶ des Đellules de l’eŶdoŵğtƌe ŵateƌŶel 
en cellules sécrétrices riches en glycogène et en lipides. Les femelles gestantes présentent également 
des défauts dans la différenciation et la prolifération des trophoblastes, en lien avec une diminu tion 
de l’eǆpƌessioŶ de la CoƌiŶe. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’Ġtudieƌ l’eǆpƌessioŶ de Đette pƌotĠiŶe, Ƌui est 
assoĐiĠe à l’iŶvasioŶ des trophoblastes, et qui pourrait être une cible de BMP9 dans les trophoblastes 
ou les CE. Par ailleurs la létalité intervenant en milieu de gestation chez les souris Bmpr2-KO, il 
faudrait évaluer les effets de la neutralisation de BMP9 et de BMP10 dès la mi-gestation et non à 
E16, en fin de gestation. Cela permettrait de révéler des fonctions potentielles de BMP9 et de BMP10 
dans le processus de décidualisation. 
Ce tƌavail suƌ l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et BMPϭϬ daŶs la gestatioŶ ŵuƌiŶe ouvƌe des 
perspectives chez l’hoŵŵe. A la suite de ses pƌeŵieƌs dosages de BMPϵ Đhez la souƌis, Maƌie Bidaƌt 
avait montré une augmentation des taux de BMP9 plasmatique en fin de grossesse dans une cohorte 
de feŵŵes eŶĐeiŶtes pƌoveŶaŶt du CHU GƌeŶoďle. Nous Ŷ’avoŶs pas eŶĐoƌe effectué des dosages de 
BMP10 plasmatique, mais il serait intéressant de le faire. La perspective serait de disposer de 
ŵaƌƋueuƌs de l’aĐĐouĐheŵeŶt, doŶt l’iŶtĠƌġt daŶs l’ĠvaluatioŶ de la ŵeŶaĐe d’aĐĐouĐheŵeŶt 
prématuré (MAP) serait indéniable. La MAP se définit Đoŵŵe l’assoĐiatioŶ de ĐoŶtƌaĐtioŶs utĠƌiŶes 
et de ŵodifiĐatioŶs du Đol utĠƌiŶ avaŶt ϯϳ seŵaiŶes d’aŵĠŶoƌƌhĠe (Goffinet and Kayem, 2002) et 
ĐoŶstitue la pƌeŵiğƌe Đause d’hospitalisatioŶ peŶdaŶt la gƌossesse. CepeŶdaŶt, eŶtƌe la ŵeŶaĐe et le  
réel accouchement prématuré, le clinicien ne possède pas à ce jour de marqueur fiable lui 
permettant de discriminer ces 2 groupes (Gallot, 2007). Cette aďseŶĐe de ŵaƌƋueuƌ est d’autaŶt plus 
pƌoďlĠŵatiƋue Ƌue la ŵise eŶ œuvƌe d’uŶe ĐoƌtiĐothĠƌapie de ŵaturation pulmonaire peut se 
révéler nécessaire pour améliorer la survie des prématurés.  
Des ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes Đhez l’hoŵŵe oďteŶus au Đouƌs de ŵa thğse ŵoŶtƌeŶt Ƌue les 
trophoblastes constituent un nouveau type cellulaire exprimant Bmp9. Cette stabilitĠ d’eǆpƌessioŶ 
pouƌƌait peƌŵettƌe d’Ġtudieƌ les ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠgulatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de Bmp9 qui sont à ce 
jour inconnus. En effet les hĠpatoĐǇtes isolĠs et ŵis eŶ Đultuƌe peƌdeŶt tƌğs ƌapideŵeŶt l’eǆpƌessioŶ 
de Bmp9, empêchant de fait toute étude de sa régulation. 
Au fiŶal, Đes ƌĠsultats suƌ l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ daŶs la gestatioŶ à la fois 
humaine et murine offrent des perspectives à la fois au niveau de la recherche fondamentale et au 
niveau de la recherche clinique.   
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V. La forme soluble du récepteur ALK1 
1. Contexte de l’étude 
La signalisation sur un récepteur transmembranaire dépend, entre autre, (1) de la présence 
de son ligand actif dans le milieu et (2) de la quantité de récepteur présent à  la surface de la 
membrane. Ces deux paramètres peuvent varier si le récepteur est libéré dans le milieu 
extracellulaire, par clivage protéolytique ou épissage alternatif.  
Des ƌĠĐepteuƌs de la faŵille TGFβ oŶt dĠjà ĠtĠ dĠĐƌits sous uŶe foƌŵe soluďle ĐiƌĐulaŶt daŶs 
le milieu. ALKϱ, l’eŶdogliŶe et le ďetaglǇĐaŶ peuveŶt ġtƌe ƌelaƌguĠs paƌ Đlivage pƌotĠolǇtiƋue (Liu et 
al., 2009) (Venkatesha et al., 2006) (Velasco-Loyden et al., 2004). ALK5 et ALK7 peuvent aussi subir un 
Ġpissage alteƌŶatif ĐoŶduisaŶt à la pƌoduĐtioŶ d’uŶe foƌŵe soluďle (Choi, 1999) (Roberts et al., 2003). 
Par ailleurs, ces formes solubles peuveŶt avoiƌ uŶ ƌĠel iŶtĠƌġt ĐliŶiƋue. C’est le Đas de la foƌŵe 
soluďle de l’eŶdogliŶe Ƌui est uŶ ŵaƌƋueuƌ de la pƌĠ -ĠĐlaŵpsie, uŶ sǇŶdƌoŵe d’hǇpeƌteŶsioŶ 
artérielle spécifique de la gestation.  
Dans ce contexte, moŶ tƌavail a ĐoŶsistĠ d’uŶe paƌt à Ġtudieƌ s’il eǆiste uŶe foƌŵe soluďle de 
ALKϭ, et d’autƌe paƌt à ĐoŵpƌeŶdƌe le ŵĠĐaŶisŵe Ƌui peƌŵet sa liďĠƌatioŶ.  
Dans sa forme transmembranaire, ALK1 humain est une protéine de 503 acides aminés dont 
le poids moléculaires est de 55kDa. Son domaine extracellulaire contient 118 acides aminés, ce qui 
représente environ 13 kDa, mais il est potentiellement glycosylé et pourrait donc avoir un poids 
moléculaire de 20kDa (Figure 56) (Lamouille et al., 2002) {Wu, 1995 #53.  
 
 




a. Présence de ALK1 soluble dans le plasma humain. 
Le pƌĠalaďle à l’Ġtude de sALk1 consistait à mettre au point un Elisa ALK1 humain. Nous 
avons développé cet Elisa au sein du laboratoire. Les anticorps de capture et de détection 
proviennent de chez R&D Systems (AF370, 1µg/mL et BAF370, 100ng/mL) et la gamme de détection 
(ALK1-Fc : partie extracellulaire d’ALKϭ fusionnée au domaine Fc des immunoglobulines) va de 31 
pg/mL à 1 ng/mL (Figure 57). Le test de dilutioŶ sĠƌiĠe du plasŵa est liŶĠaiƌe, il Ŷ’Ǉ a doŶĐ pas d’effet 
matrice qui interfère dans ce dosage. Cependant, nous avons décidé de diluer les plasmas au demi 
dans du PBS BSA 1% afin de diminuer la quantité de plasma nécessaire pour le dosage. Aucune 
ƌĠaĐtivitĠ ĐƌoisĠe Ŷ’est oďseƌvĠe aveĐ d’autƌes ƌĠĐepteuƌs ALK testĠs à ϱϬŶg/ŵL  (ALK2, 3 et 6, les 
plus pƌoĐhes d’ALKϭͿ, l’Elisa dĠveloppĠ est doŶĐ spĠĐifiƋue. 
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Figure 57 Dƌoite d’ĠtaloŶŶage de l’Elisa ALKϭ 
 
Nous avons dosé sALKϭ daŶs le plasŵa d’uŶe Đohoƌte de Ϯϯ doŶŶeuƌs saiŶs pƌoveŶaŶt de 
l’EFS ;EtaďlisseŵeŶt FƌaŶçais du Sang). Pour la première fois, nous montrons la présence de sALK1 
daŶs le plasŵa d’uŶe populatioŶ saiŶe (Figure 58, A). La moyenne des taux mesurés est de 280 pg/mL, 
mais on note une forte hétérogénéité entre les personnes. Alors que  la majorité possède des taux 
d’ALK1 compris entre 50 et 200 pg/mL, environ 20% de la population présente des taux supérieurs à 
500 pg/mL. A la suite de ce premier résultat encourageant, nous avons dosé ALK1 dans le milieu 
conditionné de différents types de cellules endothéliales primaires : HUAEC (Human Umbilical 
Arterial Endothelial Cells), HUVEC (Human Umbilical Venous Endothelial Cells) et HMVECd (Human 
Dermal Microvascular Endothelial Cells). Dans ce cas également, une forme soluble de A LK1 est 
mesurée après 48h de culture sans sérum, avec des taux de 50 à 250 pg/mL en fonction du type 
cellulaire (Figure 58, B).  
 
Figure 58 Dosage de ALK1 soluble dans le plasma humain et dans du milieu conditionné de CE. 





Ces deux résultats de dosage de ALK1 montrent que ce récepteur est présent sous une forme 
soluble dans le plasma humain et dans le milieu ĐoŶditioŶŶĠ de Đellules eŶdothĠliales. L’Ġtape 
suivante consiste naturellement à caractériser cette forme soluble. 
b. Caractérisation de la forme soluble de ALK1 
La première étape consiste à déterminer la taille du fragment soluble de ALK1. Dans un 
premier temps, du milieu conditionné de HMVECd a été filtré sur des membranes de différents 
MWCO (Molecular Weight Cutt Off) : ϭϬϬ, ϱϬ, ϯϬ et ϭϬ kDa. Le ĐoŶĐeŶtƌat, Đ’est-à-dire la fraction 
retenue au-dessus du filtƌe, et le filtƌat, Đ’est-à-dire la fraction qui est passée au travers du filtre, ont 
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été dosés en Elisa ALK1. Les résultats montrent que sALK1 est présent dans les filtrats des 
membranes de MWCO de 100 et 50 kDa. Cela signifie que la taille de sALK1 est plus petite que 
50kDa. Par contre, sALKϭ Ŷ’est plus présent dans les filtrats 30 et 10kDa, sALK1 possède donc une 
taille supérieure à 30 kDa (Figure 59, A). Grâce à cette méthode assez simple mais imprécise, il 
apparaît que la taille de sAlk1 est globalement comprise entre 30 et 50 kDa. Ces résultats permettent 
égaleŵeŶt d’eǆĐluƌe le fait Ƌue ALKϭ ĐiƌĐule daŶs le plasŵa sous foƌŵe d’eǆosoŵes. Ces vĠsiĐules 
membranaires circulantes ont en effet une taille qui varie approximativement entre 0,1 et 2µm, et 
Ƌu’uŶ MWCO de ϮϬϬkDa ĠƋuivaut à uŶ diaŵğtƌe de poƌe d’eŶviƌoŶ Ϭ,Ϭϭµŵ.  
 
Dans un second temps, nous avons essayé de déterminer précisément la taille de sALK1 par 
WesteƌŶ Blot. Des stƌatĠgies vaƌiĠes oŶt ĠtĠ eŵploǇĠes pouƌ essaǇeƌ de s’affƌaŶĐhiƌ des Ŷoŵďƌeuses 
bandes aspécifiques que génèrent nos anticorps anti-ALKϭ. L’optioŶ des A‘N iŶteƌfĠƌeŶts, si‘NA, 
pour inhiber la production de ALKϭ paƌ des HMVECd, suivie d’uŶe pƌĠĐipitatioŶ à l’aĐide tƌiĐhloƌo 
acétique (TCA) est la plus claire. Les HMVECd ont été transfectées avec un ARN interférent contrôle, 
Si Sc (Si Scramble) ou avec un si ALK1. Après 48h de culture sans sérum, le milieu conditionné est 
précipité au TCA puis un WB est effectué. La seule bande supplémentaire observée dans la condition 
contrôle migre à 30 kDa (Figure 59, B). Cette taille se situe daŶs l’iŶteƌvalle tƌouvĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, 
mais ne concorde pas avec celle attendue (13-20kDa).  
 
 
Figure 59 Détermination du poids moléculaire de la forme soluble de ALK1 
 
Dans un 3ème temps, nous avons voulu confirmer ces résultats dans un autre modèle 
cellulaire. Notre stratégie a consisté à transfecter des fibroblastes 3T3 avec un pl asmide permettant 
d’eǆpƌiŵeƌ ALKϭ aveĐ uŶ tag HA plaĐĠ soit à l’eǆtƌĠŵitĠ C-teƌŵiŶale, soit à l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale 
(Figure 60, A). Les milieux conditionnés issus de ces 2 conditions ont ensuite ĠtĠ dosĠs aveĐ l’Elisa 
ALKϭ et aveĐ uŶ Ŷouvel Elisa Ƌui a ĠtĠ dĠveloppĠ pouƌ l’oĐĐasioŶ. Il utilise uŶ aŶtiĐoƌps de Đaptuƌe 
dirigé contre le tag HA ;‘oĐhe, ϯFϭϬͿ et l’aŶtiĐoƌps de détection dirigé contre ALK1 (R&D Systems,  
BAF370). Ce nouvel Elisa permet de détecter uniquement ALK1 tagué HA. Les résultats du dosage 
Elisa ALK1 montƌeŶt Ƌu’uŶe foƌŵe soluďle de ALK1 est également produite par les fibroblastes 3T3 
surexprimant ALK1 (Figure 60, B). La positioŶ du tag HA Ŷ’iŶflueŶĐe pas la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de sALK1 
dans le milieu conditionné. Dans le cas de l’Elisa Đaptuƌe-HA/détection-ALKϭ, il Ŷ’Ǉ a pas de signal 
lorsque ALK1 est tagué HA dans la partie C terminale intracellulaire (Figure 60, C). La protéine soluble 
dĠteĐtĠe est doŶĐ dĠlĠtĠe d’uŶe paƌtie de soŶ eǆtƌĠŵitĠ C teƌŵiŶale.   
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Figure 60 Détection de ALK1 soluble dans un modèle de fibroblaste 3T3. 
(A) Schéma de la position du tag HA dans la protéine ALK1 surexprimée. (B) et (C) Dosage de milieux 
conditionnés de 3T3 transfectés HA-Alk1-Nter ou HA-Alk1-Cter. 
 
Ces résultats se confirment par une approche WB. Dans les mil ieux conditionnés de 3T3 
transfectés HA-ALK1-Nter, la bande correspondant à ALK1 soluble présente un poids moléculaire 
apparent de 28kDa (Figure 61). En miroir, dans les extraits protéiques cellulaires, seule la condition de 
transfection HA-ALK1-Cteƌ pƌĠseŶte uŶ sigŶal d’uŶ poids ŵolĠĐulaiƌe appaƌeŶt de ϰϮ kDa.  Ce 
fragment correspond à la forme intracellulaire tronquée de ALK1, nommée ALK1 ICD pour «  Intra 
Cellular Domain ». Et dans ces mêmes extraits protéiques cellulaires, dans les deux conditions HA-
ALK1-Cter et HA-ALK1-Nter, le doublet caractéristique de la forme transmembranaire est retrouvé 
(Figure 61).  
 
 
Figure 61 Détection des formes soluble et intracellulaire de ALK1 
 
Dans le modèle 3T3, ALK1 apparaît être clivé en 2 fragments distincts : le fragment 
extracellulaire, de 28kDa est libéré dans le milieu extracellulaire, tandis que le fragment 
intracellulaire de 42 kDa reste dans le cytoplasme.  
 
La seconde étape de caractérisation consiste à trouver par quel mécanisme ALK1 est libéré 
dans le milieu extracellulaire. La littérature montre que AlKϱ ;Laŵouille ϮϬϬϵͿ et l’eŶdogliŶe 
;VeŶkatesha ϮϬϬϵͿ soŶt ĐlivĠes paƌ des pƌotĠases ŵeŵďƌaŶaiƌes. Mais d’autƌes ƌĠĐepteuƌs de la 
famille TGFβ suďisseŶt aussi des Ġpissages alteƌŶatifs ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ d’uŶe foƌŵe soluďle. 
C’est le Đas d’ALKϱ (Choi 1999) et d’ALKϳ {Roberts, 2003 #2314}. Sachant que le plasmide codant 
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pour ALKϭ, Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l’A‘N messager d’ALK1, peƌŵet d’oďtenir une protéine clivable dans le 
modèle 3T3, notre hypothèse est que ALK1 subit un clivage protéolytique de son domaine 
transmembranaire. Pour essayer de mettre cela en évidence, nous avons donc incubé des HMVECd 
avec différents inhibiteurs de protéases (GM6001, Aprotinine, Leupeptine et Pepstatine) avant de 
doser sALK1 dans les milieux conditionnés. Pour aucun des inhibiteurs testés on ne retrouve une 
diminution de la concentration en sALk1 dans les milieux conditionnés.  Cela peut signifier que la 
protéase iŵpliƋuĠe Ŷ’est pas uŶe pƌotĠase ĐlassiƋue.  
Les 2 modèles étudiés, cellules endothéliales et fibroblastes 3T3, sont capables de produire 
une forme soluble de ALKϭ. SoŶ poids ŵolĠĐulaiƌe seƌait d’eŶviƌoŶ ϯϬkDa, soit uŶe dizaiŶe de plus 
qu’atteŶdu. La foƌŵe soluďle d’ALK1 clivée pourrait être une forme particulièrement glycosylée. Il est 
possible que le clivage de ALK1 se fasse dans des conditions pathologiques et/ou dans des modèles 
cellulaires particuliers dans lesquels il serait plus facile de le caractériser. La question de ce clivage 
reste ouverte. 
c. Dosage de ALK1 soluble chez la souris 
Nous avoŶs eŶsuite utilisĠ l’Elisa ALK1 pour doser cette forme soluble dans différentes 
situations physiologiques. Au cours de la gestation murine, dans le plasma de la mère, les taux de 
AlK1 restent globalement stables (Résultats sont montrés). Nous avons également dosé sALK1 dans 
le plasŵa de fœtus issus de ĐĠsaƌieŶŶes ainsi que dans le plasma de nouveau-nés. Les plasmas 
collectés à différents temps avaient précédemment été dosés pour BMP9 (Dosage biologique) et 
BMP10 (Elisa) (Bidart 2012, Ricard 1012). La Figure 62 présente une compilation des 3 dosages.  
Concernant ALKϭ, oŶ ƌeŵaƌƋue Ƌue les tauǆ soŶt tƌğs ĠlevĠs avaŶt la ŶaissaŶĐe, de l’oƌdƌe  de 
1ng/mL (Figure 62, A). Ils ĐhuteŶt eŶsuite ƌapideŵeŶt, jusƋu’à ĐiƌĐuleƌ au Đouƌs de la vie adulte à des 
tauǆ de l’oƌdƌe de Ϭ.ϭŶg/ŵL (Figure 62, B). On remarque également que les taux de BMP9 et de sALK1 
sont en miroir au cours de la période périnatale. Cela suggère que sALK1 pourrait être impliqué dans 
la régulation de la biodisponibilité de BMP9. Une hypothèse seƌait Ƌue la foƌŵe soluďle d’ALK1 
pourrait inhiber la signalisation en séquestrant son ligand.  Cette hypothèse pourrait être testée in 
vitro. 
 
Figure 62 Evolution des taux de sALK1, BMP9 et BMPϭϬ eŶ foŶĐtioŶ de l’âge Đhez la souƌis. 
(A) EĐhelle de teŵps d’uŶ ŵois, ;BͿ EĐhelle de teŵps d’uŶ aŶ. 
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3. Discussion Perspectives 
L’eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats dĠŵoŶtƌe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois l’eǆisteŶĐe d’uŶe foƌŵe soluďle 
d’ALK1, produite par les cellules endothéliales et circulant à des taux élevés au cours de la période 
périnatale.  
L’Ġtude de sALKϭ est iŵpoƌtaŶte daŶs le ĐoŶteǆte actuel de développement de stratégies 
thérapeutiques ciblant ALK1 dans le cancer. La compréhension des effets des drogues nécessite de 
saisiƌ l’eŶseŵďle des paƌaŵğtƌes affeĐtĠs, doŶt l’eǆisteŶĐe d’uŶe foƌŵe soluďle de ALKϭ et de ses 
rôles. Deux stratégies sont développées : l’utilisatioŶ de la paƌtie eǆtƌaĐellulaiƌe de ALKϭ fusioŶŶĠe au 
fragment Fc des immunoglobulines (ALK1-Fc) et les anticorps ciblant ALK1. ALK1-Fc est développé 
dans une version murine (RAP-041) et humaine (ACE-041 ou Dalantercept) par Acceleron Pharma. 
Chez la souƌis, uŶe Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌue l’adŵiŶistƌatioŶ de ALKϭ-Fc retarde la croissance tumorale 
(Cunha et al., 2010). Chez l’hoŵŵe, uŶ essai ĐliŶiƋue de phase Ϯ est eŶ Đouƌs pouƌ Ġvalueƌ l’iŶtĠƌġt 
du DalaŶteƌĐept daŶs des ĐaŶĐeƌs de l’ovaiƌe, des tƌoŵpes de Fallope et daŶs les ĐaƌĐiŶoŵes 
primaires du péritoine. Un anticorps ciblant ALK1 est développé par Pfizer (PF03446962) et est 
actuellement en essai clinique de phase 2 dans le traitement des mésothéliomes.   
De manière plus large, des stƌatĠgies thĠƌapeutiƋues ƌeposaŶt suƌ l’utilisatioŶ de foƌŵes 
solubles de récepteurs sont actuellement développées. La méthode consiste à coupler le domaine 
extraĐellulaiƌe du ƌĠĐepteuƌ d’iŶtĠƌġt aveĐ la ƌĠgioŶ FĐ des iŵŵuŶogloďuliŶes. OŶ peut ŶotaŵŵeŶt  
Điteƌ l’AfliďeƌĐept ;VEGF‘ϭ-Fc et VEGFR2-Fc) co-développé par Sanofi-Aventis et Regeneron 
Pharmaceuticals et approuvé pour le traitement des cancers colorectaux mé tastatiques. 
UŶe pƌotĠiŶe ƌeĐoŵďiŶaŶte eǆpƌiŵaŶt le doŵaiŶe eǆtƌaĐellulaiƌe de l’eŶdogliŶe ĐouplĠ au 
domaine Fc des immunoglobulines (Eng-FĐͿ a ƌĠĐeŵŵeŶt ĠtĠ pƌoduite paƌ AĐĐeleƌoŶ Phaƌŵa. L’EŶg-
Fc lie avec une forte affinité BMP9 et BMP10 mais aucun des autƌes ŵeŵďƌes de la faŵille TGFβ. 
Cela suggğƌe Ƌue les effets de l’eŶdogliŶe soluďle soŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt ĐausĠs paƌ uŶe iŶhiďitioŶ de la 
signalisation BMP9/BMP10/ALK1 (Castonguay et al., 2011).  
Acceleron Pharma a également développé la protéine de fusion ACTR2B-Fc (dénommée ACE-
031). Son effet majeur est l’augŵeŶtatioŶ de ŵasse ŵusĐulaiƌe, liĠe à la séquestration de la 
myostatine (GDF8) un membre de la famille TGF-β pƌoĐhe de BMPϭϭ. Des essais ĐliŶiƋues sont menés 
chez des patients atteints de la myopathie de Duchenne et chez des femmes post-ménopausées.  
 
La découverte de sALK1 ouvre de nouvelles peƌspeĐtives daŶs l’Ġtude de la sigŶalisatioŶ 
ALKϭ, ŶotaŵŵeŶt l’Ġtude de l’iŶhiďitioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ paƌ la foƌŵe soluďle de ALK1. Le 
ŵĠĐaŶisŵe de liďĠƌatioŶ de la foƌŵe soluďle eǆtƌaĐellulaiƌe ƌeste pouƌ l’iŶstaŶt eŶ suspeŶs. Paƌ 
ĐoŶtƌe, Ŷous Ŷ’avons pas exploré la piste du fragment intracellulaire de ALK1 que nous avons mis en 
évidence. Il est envisageable que ce fragment puisse être transloqué dans le noyau et agisse comme 
uŶ faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ. C’est eŶ effet Đe Ƌui est dĠĐƌit pouƌ ALKϱ, l e récepteur du TGFβ (Mu et 
al., 2011). Il serait alors intéressant d’Ġvalueƌ la loĐalisatioŶ Đellulaiƌe de Đe fƌagŵeŶt, à l’aide 
d’aŶtiĐoƌps diƌigĠs ĐoŶtƌe la paƌtie iŶtƌaĐellulaiƌe d’ALKϭ. BieŶ Ƌue Đela Ŷe soit pas dĠĐƌit pouƌ ALKϱ, il 
est possible que le complexe γ-sécrétase soit impliqué dans la libération du fragment intracellulaire 
d’ALKϭ. Cela peut ġtƌe ŵis eŶ ĠvideŶĐe paƌ le tƌaiteŵeŶt aveĐ du DAPT, uŶ iŶhiďi teur de ce 
complexe.  
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La dĠĐouveƌte de l’eǆisteŶĐe d’uŶe foƌŵe soluďle de ALKϭ ouvƌe des peƌspeĐtives eŶ ĐliŶiƋue 
huŵaiŶe, ŶotaŵŵeŶt pouƌ uŶ ƌôle de ďioŵaƌƋueuƌ. La foƌŵe soluďle de l’EŶdogliŶe est uŶ 
biomarqueur de la pré-éclampsie dont les taux circulants augmentent avec le risque de développer 
des ĐoŵpliĐatioŶs fœtales et ŵateƌŶelles (Rana et al., 2012). L’eŶdogliŶe ĠtaŶt le Đorécepteur de 
ALK1, il serait intéressant de doser ALK1 dans une cohorte de femmes pré -éclamptiques. 
Par ailleurs, nous avons déjà réalisé des dosages dans 2 cohortes humaines : une de patients 
atteints de cancer colorectal et traités par Avastin (Cohorte AVECC, protocole Roche)  ; et une de 
patients atteints de la maladie de Rendu-Osler également traités par Avastin (Cohorte Metafore, CHU 
Lyon) (Dupuis-Girod et al., 2012).  Ces deuǆ Đohoƌtes oŶt ĠtĠ dosĠes aveĐ l’Elisa BMPϵ et l’Elisa ALKϭ 
afin de savoir si les taux circulants de ces protéines pouvaient être des marqueurs prédictifs de 
réponse au traitement. Des résultats préliminaires intéressants montrent une corrélation positive 
eŶtƌe les tauǆ de sALKϭ et de BMPϵ daŶs la Đohoƌte AVECC. Cette ĐoƌƌĠlatioŶ Ŷ’est pas ƌetrouvée 
dans la cohorte Metafore. DaŶs l’hǇpothğse d’uŶ effet iŶhiďiteuƌ de sALKϭ suƌ BMPϵ, il seƌait 
intéressant de doser cette cohorte en dosage biologique (dosage de BMP9 actif) pour savoir si une 







Les résultats obtenus dans le cadre de mes travaux de thèse sont schématisés dans la Figure 
63. Dans ce schéma général, les apports de mon travail sont représentés en rouge  ;  les questions 




Figure 63 SĐhĠŵa de l’iŵpliĐatioŶ de BMP9 et de BMPϭϬ daŶs les ƌeŵodelages vasĐulaiƌes pĠƌiŶatauǆ. 
 
 
Ce schéma général permet de situer les résultats de ce travail de thèse à différents niveaux. 
Le premier niveau est celui des sites de production de BMP9 et de BMP10. Un nouveau site de 
pƌoduĐtioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ a ĠtĠ ŵis eŶ ĠvideŶĐe, il s’agit du plaĐeŶta.   
 
Les formes circulantes des protéines constituent un second niveau, auquel la découverte de 
la foƌŵe soluďle de ALKϭ est l’appoƌt iŵpoƌtaŶt de ŵa thğse. J’ai ĠgaleŵeŶt paƌtiĐipĠ au tƌavail de 
Marie Bidart qui a détaillé les différentes formes de BMP9 présentes dans le plasma (Bidart et al., 
2012).  
 
Au Ŷiveau des foŶĐtioŶs phǇsiologiƋues, l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ daŶs le dĠveloppeŵeŶt du 
ƌĠseau lǇŵphatiƋue est uŶe avaŶĐĠe iŵpoƌtaŶte puisƋue Đ’est la pƌeŵiğƌe fois Ƌu’uŶ faĐteuƌ de 
croissance circulant est impliqué dans le développement des valves. Concernant le réseau sanguin, 
mon travail a permis de détailler les fonctions de BMP9 et de BMP10 dans la vascularisation de la 
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ƌĠtiŶe. BieŶ Ƌue devaŶt ġtƌe ĐoŵplĠtĠs, les ƌĠsultats oďteŶus oŶt peƌŵis de dĠĐouvƌiƌ l’iŵpliĐatioŶ 
de BMP9 et de BMP10 dans la gestatioŶ.  Pouƌ fiŶiƌ, l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ daŶs la 
feƌŵetuƌe du ĐaŶal aƌtĠƌiel appoƌte uŶ Ŷouvel ĠĐlaiƌage à Đe pƌoĐessus phǇsiologiƋue puisƋue Đ’est la 
pƌeŵiğƌe fois Ƌu’uŶ faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe ĐiƌĐulaŶt est iŵpliƋuĠ daŶs le ƌeŵodelage de ce vaisseau 
en un ligament. 
 
 Les perspectives propres à chacun de ces points ont été déjà détaillées dans la partie 
résultats. Les perspectives générales, qui concernent les spécificités de fonctions de BMP9 et de 







Les résultats obtenus au cours de cette thğse, aiŶsi Ƌue Đeuǆ d’autƌes gƌoupes ŵoŶtƌeŶt des 
spécificités et des redondances dans les effets de BMP9 et de BMP10 dont les bases moléculaires 
restent une question ouverte. 
 
Régulation de gènes 
L’eŶseŵďle de Đe tƌavail de thğse a ŵis eŶ ĠvideŶĐe des ƌĠgulatioŶs paƌtiĐuliğƌes de gğŶes 
dans les compartiments endothéliaux lymphatique et sanguin (Figure 64). Ces régulations sont-elles 
pour autant spécifiques à chacun de ces compartiments?  
 
Figure 64 Les nouvelles régulations de gènes mises en évidence in vitro en fonction du caractère lymphatique 
ou sanguin des cellules endothéliales. 
 
A Đe jouƌ, Ŷous Ŷ’avoŶs pas tƌouvĠ de gène qui soit régulé par BMP9 et BMP10 dans les LEC, 
et qui ne le soit pas dans les BEC. Bien que tous les gènes Ŷ’aieŶt pas été testés, ceux qui l’oŶt ĠtĠ se 
ĐoŵpoƌteŶt de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe daŶs les BEC Ƌue daŶs les LEC. C’est ŶotaŵŵeŶt le Đas de LYVE1 et 
de CX37 dans les BEC. EPHRINB2 est déjà décrit comme étant régulé par BMP9 (Kim et al., 2012). 
PROX1 et NRP1 Ŷ’oŶt pas ĠtĠ testĠs. La régulation in vitro de gènes « lymphatiques » par les BEC 
interroge sur les conséquences in vivo. Il y a fort à parier que ces régulations puissent avoir des 
conséquences sur le développement des valves veineuses, ce qui pourrait être examiné chez nos  
souris Bmp9-KO.  Il faudrait examiner les régulations de PROX1, ITGA9 et de VEGFR3 dans les BEC 
pour savoir si ces gènes impliqués dans le développement des valves lymphatiques et veineuses  
(Bazigou et al., 2011) sont aussi régulés par BMP9 et BMP10 dans les BEC.  
 
La ƌĠgulatioŶ de l’APELIN, COX2, HAS2 et des gğŶes Điďles de la voie NOTCH Ŷ’a pas ĠtĠ 
examinée dans les LEC, et il serait intéressant de le faire. Il est fort possible que ces gènes soient 
aussi des cibles de BMP9 et de BMP10 dans les LEC. L’iŵpliĐatioŶ de la voie NOTCH daŶs le 
développement lymphatique a déjà été démontrée in vivo et le blocage de la voie NOTCH in vitro 
entraîne une inhibition de LYVE1 (Niessen et al., 2011). Pour notre part, nous démontrons plutôt une 
activation de la voie NOTCH par BMP9 et BMP10 (dans les BEC) et une inhibition de LYVE1 (dans les 
LEC). Ces données sont à première vue contradictoires et ne plaident donc pas pour une régulat ion 
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de la voie NOTCH par BMP9 et BMP10 dans les LEC. Mais un examen plus approfondi montre de fines 
régulation de la voie NOTCH par BMP9 et BMP10. DLL4 est par exemple induit avec des stimulations 
courtes et réprimé lorsque la durée de stimulation augmente. Cet exemple illustre la complexité de 
la régulation de la voie NOTCH par BMP9 et BMP10. Seule une étude approfondie permettrait de 
révéler une différence dans les voies de signalisation mises en jeu entre les BEC et les LEC.  
 
Dans les LEC, in vitro, BMP10 régule les mêmes gènes que BMP9. Or, in vivo, les souris Bmp9-
KO soŶt iŶĐapaďles, au Ŷiveau lǇŵphatiƋue, de ĐoŵpeŶseƌ l’aďseŶĐe de BMPϵ paƌ BMPϭϬ. Ces 
données plaident pour une spécificité de BMP9 et de BMP10 qui se ferait au niveau de la protéine 
elle-même (forme circulante active ou pas ?, activation locale ?Ϳ, plutôt Ƌu’au Ŷiveau des gğŶes 
régulés. Il faut rappeler ici que nos expériences in vitro utilisent la forme recombinante mature de 
BMP9 et de BMP10. Or, ce ne sont pas forcément ces formes qui ci rculent dans le sang. 
En conclusion, les régulations de gènes par BMP9 et BMP10 seraient identiques dans les BEC 
et les LEC, en tout cas pour les modèles cellulaires que nous utilisons (HPAEC et LEC). Les spécificités 
d’aĐtioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ seƌaieŶt plutôt liĠes à l’aĐtivatioŶ loĐale des pƌotĠiŶes et à la 
présence de combinaisons particulières de récepteurs dans les territoires endothéliaux précis.  
 
Les spécificités des territoires endothéliaux 
Les travaux de Chen et al. (Chen et al., 2013) reprennent pour partie exactement les 
eǆpĠƌieŶĐes Ƌue Ŷous avioŶs faites pouƌ dĠŵoŶtƌeƌ l’iŵpliĐatioŶ de BMPϵ et de BMPϭϬ daŶs la 
vascularisation postnatale de la rétine et conduisent aux mêmes conclusions. Par contre, les données 
sur la vascularisation lymphatique, ne recoupent pas les nôtres. Nos résultats suggèrent des 
spécificités sanguines et lymphatiques dans les effets de BMP9 et de BMP10. Chen et ses 
collaborateurs suggèrent eux une spécificité temporelle de BMP10 en plus de sa spécificité 
cardiaque. Ils montrent en effet que BMP10 est produit plus précocement (E8.5) que BMP9, qui est 
présent à des taux élevés après E11. Ils appuient leur démonstration avec une souris knock-in dans 
laquelle la séquence de BMP9 remplace celle de BMP10. Ces souris meurent de défauts cardiaques 
tardifs, qui surviennent à partir de E16.5. Les défauts plus précoces sont eux compensés par la 
présence ectopique de BMP9.  
 
La spécificité temporelle de BMP9 et de BMP10 est également suggérée dans un modèle de 
poisson zèbre, de même que des spécificités spatiales, liées au caractère veineux ou artériel de 
l’eŶdothĠliuŵ. EŶ effet, l’aďseŶĐe de BMPϵ auƌait uŶiƋueŵeŶt des e ffets sur le remodelage des 
veines (Laux et al., 2013). Il faut noter que chez le poisson zèbre, l’iŶvalidatioŶ de Bmp9 en plus de 
Bmp10 Ŷ’aggƌave pas le phĠŶotǇpe de la vascularisation des artères du crâne. Par contre, l’iŶjeĐtioŶ 
des protéines recombinantes rhBMP9 ou rhBMP10 est capable de restaurer le phénotype 
d’iŶvalidatioŶ de Bmp10 (Laux et al., 2013).  
 
Les bases moléculaires des spécificités de BMP9 et de BMP10 pourraient avoir pour  origines 
l’affiŶitĠ diffĠƌeŶte des ligaŶds pouƌ leuƌs ƌĠĐepteuƌs  ou l’aĐtivatioŶ des ligands. 
 
Affinités différentes pour les récepteurs : 
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Les affinités relatives des 2 ligands vis-à-vis de leurs récepteurs de type II constituent une 
piste. Il est admis que BMP9 et BMP10 ne possèdent pas les mêmes affinités pour les récepteurs de 
type 2 (Townson et al., 2012). L’eǆpƌessioŶ diffĠƌeŶtielle de ƌĠĐepteuƌs de tǇpe Ϯ à la suƌfaĐe de 
différents types cellulaires va donc clairement pouvoir influencer la spécificité des effets de BMP9 et 
de BMP10. Il en va de même pour les récepteurs de type1. BMP9 et BMP10 se lient à ALK1 avec une 
affinité bien supérieure à celle Ƌu’ils oŶt pour ALK2, ALK3 et ALK6.   
 
Le corécepteur EŶdogliŶe joue aussi poteŶtielleŵeŶt uŶ ƌôle daŶs Đette spĠĐifiĐitĠ. L’EŶg-Fc 
se lie spĠĐifiƋueŵeŶt à BMPϵ et BMPϭϬ et le site d’iŶteƌaction BMP9/Eng est le même que celui de 
ACTR2B-Fc (Castonguay et al., 2011). Il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’ĠteŶdƌe Đes eǆpĠƌieŶĐes à BMPϭϬ et auǆ 
autres récepteurs de type 2 pour explorer plus en détail cette piste.  
 
Le recrutement de différents récepteurs peut mobiliser des voies de signalisation distinctes. 
Nous avons notamment montré que la stimulation des CE induisait les gènes de la voie NOTCH ainsi 
Ƌue l’ApeliŶe (Ricard et al., 2012). Or, la voie NOTCH régule aussi le développement lymphatique 
postnatal (Niessen et al., 2011). Pouƌ Đe Ƌui est de l’Apeline, elle semble posséder un rôle dans le 
dĠveloppeŵeŶt de l’oďĠsitĠ eŶ lieŶ aveĐ uŶe ŵodifiĐatioŶ du ƌĠseau lǇŵphatiƋue (Sawane et al., 
2013). Dans ce cadre, il pourrait être intéressant de savoir si la stimulation des LEC et des BEC avec 
BMP9 et BMP10 entraîne les mêmes réponses transcriptionnelles des cibles de la voie NOTCH.  
 
Activation des ligands 
La spĠĐifiĐitĠ d’aĐtioŶ de BMPϵ suƌ le réseau lymphatique est aussi potentiellement liée à 
l’aďseŶĐe de BMPϭϬ daŶs la lǇŵphe. Nous Ŷ’avoŶs eŶ effet pas eŶĐoƌe vĠƌifiĠ Ƌue BMPϭϬ ;ou BMPϵͿ 
ĠtaieŶt ďieŶ pƌĠseŶts daŶs la lǇŵphe. DaŶs l’hǇpothğse la plus pƌoďaďle Ƌue BMPϵ et BMPϭϬ soieŶt 
des composants de la lymphe, reste posée la question de de leur activation. Dans un modèle 
cellulaire C2C12, BMP10 est inactif avec son prodomaine (Sengle et al., 2011), et BMP10 est présent 
dans le plasma sous une forme inactive (Ricard et al., 2012). Ce Ŷ’est pas le Đas de BMPϵ Ƌui ĐiƌĐule  
sous une forme active (Bidart et al., 2012). Il est envisageable que BMP10 ne soit activé que 
localement et que les protéases activatrices de BMP10 ne soient pas exprimées par les LEC (seule 
BMP1 est décrite pour activer BMP10 (Sengle et al., 2011)). L’Ġtude pƌĠĐise des foƌŵes ĐiƌĐulaŶtes de 
BMPϭϬ telle Ƌu’elle a ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ BMPϵ (Bidart et al., 2012) permettrait probablement de 




Listé dés Abré viations 
ACE : agiotensin converting enzyme  
ADAM: a disintegrin and metaloproteinase   
AINS : anti-inflammatoires non steroïdien  
ALK: activin receptor-like kinase  
ALK1 ICD: ALK1 intra cellular domain 
AMPc : AMP cyclique  
Ang-2: angiopoïétine-2 
AVC: atrio ventricular canal 
BAF: Brg1/Brm-associated factor 
BEC: blood endothelial cell 
BFCN: basal forebrain cholinergic neurons  
BMP: bone morphogenetic protein  
BRE: BMP responsive element 
CAM : membrane chorioallantoïdienne  
CE: cellule endothéliale 
CO : monoxyde de carbone 
CREB: cAMP responsive element binding 
protein  
CT: cytotrophoblastes  
DA: Ductus Arteriosus  
Dll4: Delta-like 4  
Drp1: dynamin related protéin 
E: jour embryonnaire  
EFS : etablissement français du sang  
Emiline-1: elastin microfibril interface located 
protein 1  
EndMT: endothelial-to-mesenchymal 
transition  
EP, IP, TP: récepteurs des PGE, des PGI, du 
thromboxane 
Erk: extracellular-signal-regulated kinases 
ET-1 : endothéline-1 
ETA : ƌĠĐepteuƌ de l’eŶdothĠliŶe-1  
FGF: fibroblasts growth factor 
FNEIIIA: fibronectine EIIIA  
Foxc2: Forkhead box protein C2 
GAG: glycosaminoglycan 
GMPc : GMP cyclique  
HA: hyaluronic acide 
HAS: hyaluronic acide synthase  
hCG: human chorionic gonadotropin  
HMVECd: human dermal microvascular 
endothelial cells 
HPAEC: human pulmonary arterial endothelial 
cell  
HPGD: hydroxyprostaglandin deshydrogenase  
HUAEC: human umbilical arterial endothelial 
cells 
HUVEC: human umbilical venous endothelial 
cells 
Id: Inhibiteurs de différenciation 
IEL: lame élastique interne 
Ihh: indian hedghog 
ILK: Integrin Linked Kinase  
IP3: inositol 3-phosphate 
Itga-α9: intégrine-α9  
JNK: c-Jun N-terminal kinases 
LEC: lymphatic endothelial cell   
LIMK-1: LIM kinase-1  
LTBP: latent TGFβ binding protein  
Lyve-1: lymphatic vessel endothelial 
hyaluronan receptor 1  
MAGP : microfibrilles associated glycoproteins 
MB:membrane basale 
MCP1: monocyte chemotactic protein1 
MEC: matrice extracellulaire 
MLCK: myosin light chain kinase 
MLCP: myosine light chain phosphatase 
MMP: métalloprotéase 
mTor: mammalian target of rapamycin  
MWCO: molecular weight cutt off  
NFATc1: nuclear factor of activated T cells  
NGF: nerve growth factor  
NO: ŵoŶoǆǇde d’azote  
NRP: neuropiline 
OFT: out flow tract 
OKMS: Oct4, Klf4, c-Myc Sox2 
P: jour postnatal  
PCP: Planar Cell Polarity  
PDGF-BB: platelet-derived growth factor BB  




PGDH : prostaglandine déshydrogénase  
PGH: placental growth hormone  
PGI : prostacycline 
PI3K: phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase  
PMA: phorbol myristate acetate  
PO2 : pression partielle en oxygène  
PP2A: protein phosphatase 2A 
Prox1: prospero homeobox protein 1  
ROCK-1: rho-associated protein kinase 1 
sALK1 : ALK1 soluble  
sBG: betaglycan soluble 
Sema3A: semaphorine 3A  
sEng: endogline soluble 
shRNA: short hairpin RNA  
Si Sc: Si Scramble  
SM-MHC : smooth muscle myosin heavy chain 
SMC: smooth muscle cells 
ST: syncytiotrophoblaste 
TAAD: thoracic aortic aneurysm and dissection  
TCA: acide trichloro acétique  
TEM : microscopie électronique à transmission 
TGFβ: transforming growth factor β 
Vangl2: Van Gogh Like  
VE-cadhérine: vascular endothelial cadherin 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
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Article: « BMP9 is produced by hepatocytes and circulates mainly in an active mature form 
complexed to its prodomain ».  
 
Cet article, dont je suis co-auteur, a été publié en 2012 dans Cellular and molecular life 
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Abstract Bone Morphogenetic Protein 9 (BMP9) has
been recently found to be the physiological ligand for the
activin receptor-like kinase 1 (ALK1), and to be a major
circulating vascular quiescence factor. Moreover, a soluble
chimeric ALK1 protein (ALK1-Fc) has recently been
developed and showed powerful anti-tumor growth and
anti-angiogenic effects. However, not much is known
concerning BMP9. This prompted us to investigate the
human endogenous sources of this cytokine and to further
characterize its circulating form(s) and its function. Anal-
ysis of BMP9 expression reveals that BMP9 is produced by
hepatocytes and intrahepatic biliary epithelial cells. Gel
filtration analysis combined with ELISA and biological
assays demonstrate that BMP9 circulates in plasma (1) as
an unprocessed inactive form that can be further activated
by furin a serine endoprotease, and (2) as a mature and
fully active form (composed of the mature form associated
with its prodomain). Analysis of BMP9 circulating levels
during mouse development demonstrates that BMP9 peaks
during the first 3 weeks after birth and then decreases to
2 ng/mL in adulthood. We also show that circulating
BMP9 physiologically induces a constitutive Smad1/5/8
phosphorylation in endothelial cells. Taken together, our
results argue for the role of BMP9 as a hepatocyte-derived
factor, circulating in inactive (40%) and active (60%)
forms, the latter constantly activating endothelial cells to
maintain them in a resting state.
Keywords BMP9  Liver  Blood  Hepatocytes 
ALK1  Endothelial cells
Introduction
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are members of the
TGF-b superfamily that were originally characterized by
their ability to induce endochondral bone formation. There
are at least 20 BMP family members, which are involved
in numerous biological processes during embryonic
development and adult life. These include pluripotency of
embryonic stem cells, dorsoventral patterning of the
mesoderm, osteoblastic differentiation, bone homeostasis
and, more recently, angiogenesis [12, 23, 40].
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BMPs are synthesized as large precursors of about
400–500 amino acids consisting of an N-terminal signal
peptide directing secretion, a prodomain for proper folding,
and a C-terminal mature peptide [4]. Carboxyterminal
mature proteins are known to be proteolytically cleaved
upon dimerization from the prodomain at an Arg-X-X-Arg
sequence by serine endoproteases (in the case of BMP4 by
furin, PC6 and PC7) [27]. Following cleavage, the prodo-
main remains non-covalently associated with the mature
active BMP dimer for most BMPs except for BMP2. While
most of these complexes are inactive, some, such as BMP7
or BMP9, have been shown to be active [5, 17]. Secreted
BMPs transduce their signal via a combination of trans-
membrane serine/threonine kinase type I and type II
receptors. Three type II receptors [Bone Morphogenetic
Receptor type 2 (BMPR2), Activin receptor type 2A
(ACTR2A) and type 2B (ACTR2B)], and four type I
receptors [Activin receptor-Like Kinase (ALK1, ALK2,
ALK3 and ALK6)] are involved in BMP signaling [26, 33].
Following ligand-induced receptor hetero-oligomerization,
type I receptors are transphosphorylated and activated by
type II receptors. These activated receptor complexes
phosphorylate the receptor-regulated Smads (R-Smads:
Smad1, Smad5 and Smad8), enabling the formation of a
complex with the co-Smad, Smad4. R-Smad/Smad4 com-
plexes translocate into the nucleus and regulate target gene
expression by binding to regulatory elements and recruiting
transcriptional co-repressor and/or activation complexes on
their promoters. BMPs can also stimulate non-Smad sig-
naling pathways [26, 33].
BMP9, also known as Growth and Differentiation Factor
2 (GDF2), has recently been brought to the forefront with
the characterization of its binding to ALK1 and therefore
its functions in angiogenesis [13, 14, 32]. BMP9 was ini-
tially cloned from a mouse liver cDNA library [7], and it
was shown in rats to be predominantly expressed in the
liver by non-parenchymal cells (i.e., endothelial, Kupffer
and stellate cells) [24]. BMP9 was first described as a
hematopoietic, hepatogenic, osteogenic and chondrogenic
factor [6, 21, 30, 34]. It has also been identified as a reg-
ulator of glucose metabolism [8], and as a differentiation
factor for cholinergic neurons in the central nervous system
[22]. Three years ago, we showed that BMP9 binds with a
strong affinity to ALK1, a TGFb family type 1 receptor that
is preferentially expressed by endothelial cells suggesting a
role in angiogenesis [14]. And, indeed, it was further
demonstrated by others as well as us that BMP9 is a potent
regulator of angiogenesis and vascular tone [13, 14, 32,
36]. We also showed that BMP9 is present in human
plasma at a concentration of 2–12 ng/mL, which is above
its EC50, suggesting that circulating BMP9 could play a
physiological role on the endothelium [13, 14]. Interest-
ingly, the soluble form of ALK1 has recently been found to
be a powerful inhibitor of angiogenesis and tumor growth
[11, 25] and, as such, a new therapeutic target in cancer. As
BMP9 is the only known circulating ALK1 ligand, soluble
ALK1 probably works by blocking circulating BMP9.
Taken together, these data suggest that circulating BMP9
could play a major role in vascular quiescence, but even so
not much is known about BMP9 expression.
The aims of the study were therefore to investigate the
cellular source of BMP9 in mouse and human and to
characterize the biochemical composition of the circulating
forms of BMP9. In the present work, we show that BMP9
is predominantly expressed in the liver, and, in contrast to
what had been previously described in rats [24], BMP9 is
produced by hepatocytes and biliary epithelial cells in
human and mouse liver. We also demonstrate that human
and murine BMP9 circulates under both an active form
(60%) (mature BMP9 associated with its prodomain) and
an inactive form (40%) (unprocessed dimeric pro-BMP9)
that can be further activated by recombinant furin. Analysis
of BMP9 levels in blood during mouse development
showed undetectable levels at E9.5, and a high level around
birth and during the first 3 weeks (6 ng/mL), which then
decreased and remained at a level of around 2 ng/mL
throughout adulthood. We also demonstrate that circulat-
ing BMP9 induces a constant activation of Smad1/5/8
phosphorylation in endothelial cells, confirming its role as
a major factor involved in the control of vascular
quiescence.
Materials and methods
Blood and tissue donors
Between December 2006 and July 2007, blood samples
(7 mL) were taken from 20 healthy volunteers (8 women,
12 men; mean age, 44 ± 10 years) from whom plasmas
(K3E tubes; Becton–Dickinson, Pont de Claix, France)
were prepared. Plasma aliquots were frozen at -20C.
Human liver samples for RNA and immunostainings were
obtained from histological normal livers taken from patients
suffering of metastatic colorectal cancers. Informed consent
was obtained from all donors. The investigation conformed
to the principles outlined in the Helsinki declaration.
Animal care
Blood was taken from OF1 mouse embryos, pups and adults
into EDTA-coated tubes (Becton–Dickinson) and plasmas
were frozen until BMP9 measurement. Inhalational anes-
thesia with isoflurane was performed before blood puncture.
Eight to ten embryos or pups and 3 adultmicewere requested
for each developmental stage. Wistar female rats were
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anaesthetized with pentobarbital (60 mg/kg). Descending
thoracic aorta was then quickly excised and fixed in para-
formaldehyde 4%. All animal studies were approved by the
institutional guidelines and those formulated by the Euro-
pean Community for the Use of Experimental Animals.
Reagents
Recombinant human BMP9, recombinant human ALK1
extracellular domain-Fc fusion protein (ALK1ecd) and
recombinant furin were purchased from R&D Systems
(Abingdon, UK). Anti-BMP9 antibodies were purchased
from Biogenesis (1406–1460; AbCys, Paris, France) and
from R&D Systems (MAB3209, BAF3209, AF3209,
AF3879), anti-phosphoSmad1/5/8 antibody was purchased
from Cell Signaling Technology (#9511; Danvers, MA,
USA).
Reporter gene constructs
The reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding firefly
luciferase downstream of a BMP response element [20]
was kindly provided to us by Dr P. ten Dijke (Leiden
University Medical Center, Leiden, the Netherlands). The
pcDNA3-derived expression plasmid pALK1 encoding
human ALK1 was kindly provided by Dr C. H. Heldin
(Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala, Sweden).
The pRL-TK-luc plasmid encoding renilla luciferase
downstream of the thymidine kinase promoter was pur-
chased from Promega (Madison, WI, USA).
Cell culture
NIH-3T3 fibroblast cells were maintained in DMEM,
4.5 g/L glucose (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as pre-
viously described [31].
Real-time polymerase chain reaction analysis
Total RNA from 20 human tissues was purchased from
Clontech (Human total RNA master panel II, batch
1001243A). Total RNAs from the human liver and from
the different liver cell subtypes were also obtained from
two histological normal biopsies taken from colorectal
cancer patients after extraction using TRIzol reagent
(Invitrogen). Reverse transcription was performed on 1 lg
total RNA with Superscript II-RnaseH reverse transcriptase
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). We also used cDNA
from human hepatocytes, human hepatic stellate cells,
human hepatic sinusoidal endothelial cells and human
intrahepatic biliary epithelial cells bought from ScienCell
Research Laboratories (Carlsbad, CA, USA). BMP9
quantitative RT-PCR was performed with the Light Cycler-
FastStart Master plus SYBR Green I (Roche Diagnostics,
Meylan, France) on the Light Cycler apparatus (Roche
Diagnostics) using the following primers: 50-GACGTCC
GATAAGTCGACTACGC-30 and 50-AAGATGTGCTTCT
GGAAGGGGAA-30. The results were normalized to
HPRT mRNA expression level using the following prim-
ers: 50-TTG AGC ACA CAG AGG GCT ACA ATG-30 and
50-ATG GAC AGG ACT GAA CGT CTT GCT-30 or to
RPL13a mRNA expression level using the following
primers: 50-TTC CTT GCT CCC AGC TTC CTA TGT-30
and 50-TTA ATT CCT CAT GCG TTG CCT GCC-30.
Immunostaining and image acquisition
Formalin-fixed and paraffin-embedded human and mouse
liver sections and rat aorta cross-sections were dewaxed in
xylene, rehydrated through graded alcohols to water and
then subjected to heat-induced epitope retrieval in sodium
citrate buffer in a microwave. The liver sections were
stained overnight with anti-BMP9 antibodies (Biogenesis,
dilution 1:500, or MAB3209, R&D Systems, dilution 1:50)
in Dako Antibody Diluent (Dako, Glostrup, Denmark). The
rat aortic cross-sections were stained overnight with anti-
PhosphoSmad1/5/8 antibody (Cell signaling, dilution
1:100) in 5% goat serum. For liver sections using the anti-
BMP9 from Biogenesis, immunoreactivity was visualized
using EnVision ? system horseradish peroxidase kit
(Dako) following the manufacturer’s instructions. For liver
sections using the anti-BMP9 from R&D Systems and
aortic cross-sections, immunoreactivity was visualized
using ABC reagent and DAB reagent (Vecstatain ABC kit;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Sections
were counterstained with haematoxylin and mounted
in Fluor Save Reagent (Calbiochem) before microscopy.
The slides were observed using a Zeiss AxioPlan light
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Images were
captured with a computer-supported AxioCam camera and
analyzed using Axiovision 4.7 software (Zeiss).
Size exclusion chromatography
Amount of 250 lL of plasma or 1 ng of recombinant
human BMP9 were run in a final volume of 500 lL (PBS;
flow rate: 0.5 mL/min; detector: UV-280 nm) through
a Superdex-200 HR 10/30 connected to Fast Liquid
Chromatography system (BioLogic; Biorad, Hercules, CA,
USA), and 50 fractions of 500 lL were collected. The
column was calibrated by successive injections of the
following molecular mass markers [Dextran blue (2 GDa);
Thyroglobulin (669 kDa); Ferritin (443 kDa); Immuno-
globulin (160 kDa); Bovine serum albumin (68 kDa);
Carbonic anhydrase (29 kDa); and acetone (0.1 kDa)] all
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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ALK1-BRE-luciferase assay
NIH-3T3 cells (70,000 cells/well in 24-well plates) were
transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipofectamine
(Invitrogen) with 0.2 lg of pGL3(BRE)2-luc, 0.02 lg of
pRL-TK-luc and 0.01 lg of pALK1. Four hours after
transfection, cells were treated for 15 h with human
recombinant BMP9, or diluted plasma (0.5%), or plasma
fractions. Neutralizing anti-BMP9 antibodies (1 lg/mL,
AF3209; R&D Systems) were incubated with plasma or
fractions when indicated. A standard curve (2.5–40 pg/mL)
of recombinant human BMP9 (R&D Systems) was per-
formed. Firefly and renilla luciferase activities were
measured sequentially with the Dual-Luciferase reporter
assay (Promega). Results are expressed as ratios of firefly
luciferase activity over renilla luciferase activity.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
A 96-well microplate was coated with the capture antibody
MAB3209 (dilution 1:500; R&D Systems) for the BMP9
ELISA or the capture antibody AF3879 (dilution 1:200;
R&D Systems) for the pro-BMP9 ELISA and incubated
overnight at room temperature. After blocking for 90 min
with 5% BSA in PBS-Tween 20 0.5% and 4 washes (PBS-
Tween 20 0.05%), samples were added (100 lL/well) in
duplicate for overnight incubation at room temperature.
A standard curve (10–640 pg/mL) using twofold serial
dilutions of recombinant human BMP9 (R&D Systems) in
PBS-Triton 0.5% was performed for the BMP9 ELISA.
The washing step was repeated and the detection antibody
BAF3209 (dilution 1:500; R&D Systems) was added
(100 lL/well) and incubated for 2 h at room temperature.
After four washes, incubation with Streptavidin-horserad-
ish peroxidase for 30 min was followed by four washes and
the enzymatic activity was detected with Substrate Solution
(mixture 1:1; R&D Systems) for 1 h in the dark. The
reaction was stopped by adding 100 lL of 2 N H2SO4.
Plates were read at 450 and 620 nm wavelengths on a
microplate reader (Multiskan EX; Thermo Labsystems).
For the pro-BMP9 ELISA, data are presented as optical
densities, as recombinant pro-BMP9 was not available as a
standard. The following BMPs (BMP10, BMP2, BMP4,
BMP5, BMP7, BMP8b, BMP13), prepared at 50 ng/mL,
were assayed in the BMP9 ELISA and exhibited no cross-
reactivity or interference.
Albumin removal
Albumin removal and albumin elution were realized using
Vivapure Anti-HSA resin following the manufacturer’s
instructions (Sartorius Biotech, Aubagne, France). Three
microliter of plasma were diluted in binding buffer and
added to a Vivaclear spin column containing Vivapure
affinity resin for 15 min. The columns were then centri-
fuged to recover the albumin-depleted sample. Albumin
was eluted from the column in 0.1 M Glycine/HCl pH 2.5.
These solutions were then gel-filtered on Sephadex G50
column equilibrated in DMEM 4.5 g/L glucose. BMP9
activity was determined using the ALK1-BRE-luciferase
assay as indicated above.
Furin treatment
Plasmas or plasmatic fractions were incubated for 2 h at
30C in 100 mM Tris, 1 mM CaCl2, pH 9.0 in the presence
or absence (control) of 0.6 lg/mL of recombinant human
furin (1503-SE; R&D Systems). BMP9 concentrations
were determined using the ALK1-BRE-luciferase assay
and/or the BMP9 ELISA, as indicated above.
Statistics
Data analysis and statistical tests were performed using
unpaired Student’s t test.
Results
Sites of BMP9 expression
Analysis of BMP9 mRNA expression in 20 different
human tissues (Total RNA Master panel from Clontech)
using HPRT mRNA levels for normalization revealed that
BMP9 is mostly expressed in the liver, and also, although
at a much lower level, in the brain and the lungs (more than
100-fold less) (Table 1; only 9 tissues are shown, the others
did not express BMP9 mRNA). This high level of BMP9
mRNA was confirmed in two other livers obtained from
histological normal biopsies taken from colorectal cancer
patients (data not shown). Analysis of BMP9 mRNA
expression in the different liver cell-types (hepatocytes,
hepatic stellate cells, hepatic endothelial cells, and intra-
hepatic biliary epithelial cells (all obtained from ScienCell)
demonstrated that BMP9 is expressed by hepatocytes and
biliary epithelial cells (Table 2). Similar results were
obtained from the analysis of isolated cells derived from
two histological normal biopsies taken from colorectal
cancer patients (data not shown).
To confirm the hepatocyte and biliary epithelial cell
BMP9 expression at the protein level, we performed
immunohistochemical staining on human liver sections
obtained from normal biopsies taken from colorectal can-
cer patients. We tested several anti-BMP9 antibodies
commercially available and two antibodies gave specific
BMP9 staining which could be competed by an excess of
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recombinant human BMP9 protein (Fig. 1a, c vs. b, d,
respectively). Figure 1 shows BMP9 staining in hepato-
cytes (a, c, e, and f at a higher magnification) and biliary
epithelial cells (f) while the blood vessels (sinusoids, large
veins and arteries) and the mesenchyme are negative
(Fig. 1a, c, and e at a higher magnification). A similar
pattern was obtained in mouse liver sections (Fig. 1g, inset
corresponds to control IgG).
Biochemical characterization of BMP9
circulating forms
BMP9 is synthesized as a precursor protein (pre-pro-
BMP9) composed of 429 amino acids (aa) that includes a
22 aa signal peptide, a 297 aa prodomain (33 kDa) and a
110 aa mature protein (12.5 kDa). It is then cleaved by
serine endoproteases, leading to a short dimeric mature
form of 25 kDa, and the prodomain which can remain non-
covalently associated with the mature short form, giving a
size of about 100 kDa (Fig. 2a). We first estimated the
molecular mass of plasmatic BMP9 through gel permeation
chromatography. For this, we applied human plasma onto a
Superdex 200 column. After filtration, the BMP9 activity
of each fraction was measured using the ALK1-BRE-
luciferase assay. BMP9 activity was detected in fractions
33–35 and peaked in fraction 34, corresponding to an
approximate molecular mass of 100 ± 20 kDa (Fig. 2b).
When we applied recombinant mature BMP9 to this same
column, its activity was present in fractions 38–41 and
peaked in fraction 40, corresponding to an approximate











a Quantitative RT-PCR analysis of BMP9 mRNA expression in nine
human tissues obtained from Clontech performed in duplicates.
Results are shown as the mean BMP9 mRNA level normalized to
HPRT mRNA levels
Table 2 BMP9 mRNA expression in the different cell subtypes of
human liver
BMP9mRNA/HPRTmRNAa
Intrahepatic biliary epithelial cells 0.038218
Hepatocytes 0.005638
Hepatic stellate cells 0.000343
Hepatic sinusoidal endothelial cells 0.000229
a Quantitative RT-PCR analysis of BMP9 expression levels in
hepatocytes, hepatic stellate cells, hepatic sinusoidal endothelial cells
and intrahepatic biliary epithelial cells obtained from ScienCell per-
formed in duplicates. Results are shown as the mean BMP9 mRNA










Fig. 1 Origin of BMP9 expression. Immunostaining for BMP9 in
human (a–f) and mouse (g, inset corresponds to rabbit control
immunoglobulins) liver sections. Human and mouse tissue sections
were stained with anti-BMP9 antibodies from R&D Systems (a, b, e,
f, g) or from Biogenesis (c, d). The specificity of the staining
was checked by addition of an excess of recombinant human BMP9
(1 lg/mL) (b, d). Note the strong immunostaining in hepatocytes and
biliary ducts. In e, enlargement of a blood sinusoid [arrowhead
indicates absence of staining in liver endothelial cells and arrows
indicate staining in hepatocytes (H)]. In f, enlargement of a biliary
duct [arrowhead indicates intrahepatic biliary epithelial cells and
arrows indicate staining in hepatocytes (H)]. Slides were counter-
stained with haematoxylin. Scale bars 100 lm
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molecular mass of 25 ± 5 kDa. Taken together, these
results demonstrated that BMP9 is not circulating as a short
mature form of 25 kDa and suggested that BMP9 is asso-
ciated with other proteins.
As the peak of elution of albumin is centered on fraction
35, i.e., very close to the peak of BMP9 activity, we
wondered whether albumin could be associated with
BMP9. For this, plasma was depleted of albumin using a
Vivapure anti-albumin resin that retained most of the
albumin present in the samples, as shown when comparing
lane 3 (flow-through) with lane 2 (eluate) and lane 1
(plasma) of Fig. 2c. We then analyzed the BMP9 activity
of these fractions. There was no BMP9 activity in the
albumin fraction (lane 2) while BMP9 activity was still
present in the fraction devoid of albumin (lane 3),
demonstrating that BMP9 is not associated with albumin
(Fig. 2d).
The observed molecular mass of the circulating form of
BMP9 is around 100 kDa, which could correspond to the
complexed BMP9 form [prodomain (2 9 35 kDa) ?
mature peptide (2 9 12.5 kDa)]. To test this hypothesis,
we developed an ELISA that can recognize the propeptide
complexed to the mature peptide using an anti-human
BMP9 propeptide antibody as a capture antibody and a
biotinylated polyclonal anti-human mature BMP9 protein
as a detection antibody (pro-BMP9 ELISA). Using this
ELISA, a peak of immunoreactivity was detectable in the
same fractions that were positive in the ALK1-BRE-
luciferase assay (33–35), supporting the hypothesis that



























































































































Fig. 2 BMP9 circulates in plasma under a high molecular mass form.
a BMP9 biosynthesis. BMP9 is synthesized as a precursor protein
(Pre-pro-BMP9) composed of 429 amino acids (aa) that include a 22
aa signal peptide, a 297 aa prodomain (33 kDa) and a 110 aa mature
protein (12.5 kDa). The pre-pro-BMP9 then homodimerizes (pro-
BMP9) and is subsequently cleaved by serine endoproteases. This
generates two active forms: the short mature form (25 kDa) and the
complexed form (100 kDa) in which the prodomain remains associ-
ated with the mature form. b Proteins from human plasma were
separated by gel filtration chromatography. In a parallel experiment,
recombinant human BMP9 was passed onto the same column. BMP9
activity was then measured in the different fractions using the ALK1-
BRE-luciferase assay as described in ‘‘Materials and methods’’. The
data from one representative experiment (out of 4) are represented.
c and d Plasma was passed through an anti-human serum albumin
column. The plasma (1), the eluate (2) and the flow-through (3) were
then analyzed by 10% SDS-PAGE and stained by Coomassie blue
(c) and their BMP9 activity using the ALK1-BRE-luciferase assay
was also quantified as described in ‘‘Materials and methods’’ (d). Data
are expressed as the mean luciferase value ± SD obtained from two
independent experiments
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form complexed to its prodomain) (Fig. 3a). We also
developed an ELISA using a monoclonal anti-human
mature BMP9 antibody as a capture antibody and the
previously used biotinylated polyclonal anti-human mature
BMP9 protein as a detection antibody (BMP9 ELISA).


















































































































Fig. 3 BMP9 circulates in plasma under both active and inactive
high molecular mass forms. a Proteins from a pool of five human
plasmas were separated through gel filtration chromatography. BMP9
levels were then measured in the different fractions by three different
means: the ALK1-BRE-luciferase assay, the BMP9 ELISA and the
pro-BMP9 ELISA as described in ‘‘Materials and methods’’. The
ALK1-BRE-luciferase assay data and the data obtained from the
BMP9 ELISA are presented as pg/mL of BMP9. The data obtained
with the pro-BMP9 ELISA are presented as optical densities (OD).
The data obtained in one representative experiment out of 3 are
presented. b, c Human fractions (30–42) were treated with or without
furin and BMP9 levels were then measured in the different fractions
with the ALK1-BRE-luciferase assay (fraction 34, corresponding to
the peak of BMP9 activity, was also measured c in the absence (gray
square) or presence of anti-BMP9 neutralizing antibodies (black
square). The ALK1-BRE-luciferase assay data are presented as
pg/mL of BMP9. The data obtained in one representative experiment
out of 2 are presented. d Nine human plasma (0.3%) were treated with
or without furin and BMP9 activation was then measured using the
ALK1-BRE-luciferase assay and the BMP9 ELISA as described in
‘‘Materials and methods’’. Data are expressed as furin-treated plasma
over untreated plasma mean ± SEM from duplicate determinations.
e Pie chart representing the percentage of each BMP9 complex
circulating in human plasma, as calculated from (d) measured with
the ALK1-BRE luciferase assay
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the fractions 33–35 (Fig. 3a) but not in the fractions 38–41
corresponding to the short mature form (Fig. 2b), con-
firming that there is no free mature BMP9 circulating in
plasma.
Interestingly, we always measured lower levels of cir-
culating BMP9 using the cellular ALK1-BRE-luciferase
assay, which measures only active BMP9, than with the
BMP9 ELISA (12.9 vs. 36.9 pg/mL, respectively, calcu-
lated from fraction 34 in Fig. 3a). As some members of the
BMP family such as myostatin have been shown to be
expressed as immature unprocessed proteins [41], we
wondered whether BMP9 might be circulating under both
an activated form and an inactive unprocessed form. To
test this, we used recombinant furin, a member of the
proprotein serine endoprotease family that is known to
proteolytically process the precursor forms of the TGFb/
BMP superfamily members [10]. Addition of recombinant
furin to the different gel filtration fractions increased the
BMP9 activity measured by the ALK1-BRE-luciferase
assay (Fig. 3b). This suggested that some BMP9 is circu-
lating as an inactive unprocessed form. To make sure that
the increase in the BRE activity measured in presence of
furin is due to BMP9, we added neutralizing anti-BMP9
antibody and showed that it completely inhibited this furin-
revealed activity, which can therefore be totally attributed
to BMP9 (Fig. 3c). Addition of furin to unfractionated
plasma also significantly increased the level of active
BMP9 measured with the ALK1-BRE-luciferase assay,
while it did not change the level of BMP9 measured with
the ELISA (Fig. 3d). This allowed us to determine that, in
human adult plasma, 60% of BMP9 is circulating under an
active complexed form and 40% under an inactive
unprocessed form (Fig. 3e). We were not able to confirm
the presence of these two circulating forms by western blot
analysis in human plasma due to unsufficient sensitivity.
However, western blot analysis of the supernatant of 293
cells expressing recombinant BMP9 showed the presence
of mature BMP9, BMP9 prodomain, and uncleaved BMP9
(Suppl Fig. 1). These data support that BMP9 can be
secreted in an uncleaved form as we show in plasma.
We also analyzed the circulating form of BMP9 in
murine plasma. We could show that it also circulates as a
large complex, peaking in fractions 33–35, as human
plasma (Suppl Fig. 2) and that this large complex could be
activated by furin (data not shown). These data suggest that
BMP9 circulating forms in human and mouse are identical.
Ontogeny of circulating blood BMP9 levels
during murine development
We next measured circulating BMP9 levels in mouse
plasmas throughout development from embryonic day 9.5
up to adulthood (1 year) using the ALK1-BRE-luciferase
assay. For the assay, plasmas were diluted to 0.5% in
DMEM. We found that BMP9 was absent from plasma in
E9.5 embryos, was present in E17.5 embryos, peaked in
newborn mice (6 ng/mL), and remained high for the first
three postnatal weeks before decreasing in adult mice
(2 ng/mL) (Fig. 4). The use of BMP9 neutralizing anti-
bodies proved that the measured activity is only
attributable to BMP9 (inset in Fig. 4). We could further
demonstrate that there was no difference in BMP9 circu-
lating levels between males and females, nor any variation
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Fig. 4 Ontogeny of BMP9 circulating levels in mice. BMP9 levels
were measured from pooled diluted plasma (0.5%) taken from mice at
the indicated developmental stages using the ALK1-BRE-luciferase
assay as described in ‘‘Materials and methods’’. In order to check that
the activity measured by the ALK1-BRE-luciferase assay was
attributable to BMP9, the assay was performed (inset) in the absence
(gray squares) or the presence of anti-BMP9 neutralizing antibodies
(black squares). The results are presented as means ± SD from
triplicate determinations (E embryonic day, P post-natal day)
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Endothelial cells from rat aorta cross sections are
Smad1/5/8 phosphorylated by circulating BMP9
We have previously shown that BMP9 is present in human
adult plasma at levels (2–12 ng/mL) above its EC50 (50 pg/
mL) for ALK1 [13]. This implies that circulating BMP9
should constantly activate the Smad1/5/8 pathway in
endothelial cells. To demonstrate this, we performed
immunostaining for phospho-Smad1/5/8 on rat aortic rings
fixed immediately after sacrifice. We observed that most
nuclei of endothelial cells were positively marked by the
anti-phosphoSmad1/5/8 antibody in the rat aortic cross
sections (60–80%; Fig. 5a). Interestingly, we could show
that ex vivo incubation of this rat aorta section for 1 h in
PBS resulted in a strong decrease of phosphoSmad1/5/8
immunoreactivity, whereas subsequent incubation in the
presence of serum for 1 h could partially restore it
(Fig. 5b). When we added serum together with either a
BMP9 neutralizing antibody or recombinant ALK1ecd, this
immunoreactivity was not restored (Fig. 5b). Taken toge-
ther, these data clearly demonstrate that circulating BMP9
induces a permanent physiological activation of the
Smad1/5/8 pathway in endothelial cells.
Discussion
The aim of the present work was to better characterize
BMP9 expression in humans and mice. In agreement with a
previous work, reporting that BMP9 expression occurs
predominantly in the rat’s liver [24], we show here that
BMP9 mRNA is predominantly expressed in human and
mouse liver tissues. However, in contrast to this previous
work [24], we did not detect BMP9 in hepatic endothelial
cells nor in hepatic stellate cells but rather in hepatocytes
and biliary epithelial cells. As hepatocytes are much more
abundant than biliary epithelial cells, our data suggest that
hepatocytes are the major cellular source of circulating
BMP9. We have previously shown that BMP9 binds with a
high affinity to ALK1 [14], which is predominantly
expressed on endothelial cells; thus our data would suggest
that BMP9 acts mostly in a paracrine manner. ALK1
mutations are linked to a genetic vascular disease named
hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT), which
affects vessels in specific tissues [15]. It is interesting to
note that we detected BMP9 mRNA levels in the liver, but
also, although to a much lower level, in the lungs and the
brain, which are the three tissues that are mostly affected in
HHT. This could suggest a local role for BMP9 in the
development of the disease. It is also interesting to note
that BMP9 mRNA level was 100 times and 10 times less
abundant in isolated cells (hepatocytes and biliary epithe-
lial cells, respectively) than in liver tissue (Tables 1 and 2).
Similar data were obtained using two different reporter
genes for normalization (HPRT and RPL13a, data not
shown). These differences might be due to mRNA degra-
dation occurring during cell isolation procedures and could
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Fig. 5 Rat aortic endothelial cells are physiologically Smad1/5/8
phosphorylated in response to circulating BMP9. a Immunostaining
for phosphoSmad1/5/8 of rat aorta cross-sections. The aortas were
fixed immediately after surgical removal from the killed animal and
processed for phospho-Smad1/5/8 immunostaining. Note the nuclear
staining of endothelial cells. b Quantification of the number of
phosphoSmad1/5/8-positive nuclei. Rat aortic slices were either fixed
immediately after sacrificing the animal or incubated ex vivo for 1 h
with PBS (step 1) and then for another hour with rat serum in the
absence or presence of either anti-BMP9 neutralizing antibodies or
recombinant ALK1ecd (step 2). The rat aorta slices where then fixed
and immunostained for phosphoSmad1/5/8. Results are presented as
the percentage of phosphoSmad1/5/8 nuclei in endothelial cells per
aortic ring. Data are expressed as the mean ± SD of values obtained
in 3 independent experiments (***p\ 0.001)
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turnover. Further work will be necessary to understand the
regulation of BMP9 expression.
The analysis of the BMP9 circulating forms in human
and murine plasma by ELISA and luciferase assay after gel
filtration demonstrated that BMP9 is circulating as a high
molecular mass complex of around 100 kDa. Using an
ELISA with an antibody directed against BMP9 prodomain
and another antibody directed against BMP9 mature form,
we could demonstrate that this 100 kDa complex is com-
posed of BMP9 mature short form and BMP9 prodomain.
Further, using the serine endoprotease furin which cleaves
the prodomain, we showed that we could increase the level
of active BMP9 detected by the luciferase assay without
modifying the level of BMP9 detected with the BMP9
ELISA. Taken together, these data suggested that BMP9
circulates as two large complexes. The first complex con-
sists of the short mature BMP9 dimer non-covalently
associated to two BMP9 prodomains. The second complex
consists of the dimeric uncleaved form of BMP9. Because
of the estimated size of the complex, we can rule out that
other proteins such as fibrillin or Latent TGFb binding
protein 1 are associated with mature BMP9, as has been
shown for BMP7 [17]. We could also experimentally
exclude albumin as a potential binding protein (Fig. 2d).
We also found that the addition of recombinant mature
BMP9 to plasma did not induce a shift in its apparent
molecular mass, suggesting that it does not bind to other
circulating plasma proteins (data not shown). This first large
complex is biologically active. This result is in accordance
with a previous work that described that overexpressed
recombinant BMP9 is secreted as a large complex com-
prising mature BMP9 and its prodomain and that this
complex has a similar biological activity to that of mature
BMP9 [5]. However, our work demonstrates for the first
time that this complex does exist under physiological con-
ditions. The significance of prodomain association lies in
the observation that, following secretion, the complex is
directly targeted to elements of the extracellular matrix.
This has not yet been shown for the prodomain of BMP9 and
it will be interesting to know in future if it binds to extra-
cellular matrix proteins. Our data would suggest that it does
not, as we find large amounts of circulating soluble BMP9.
The second BMP9 circulating form is an inactive unpro-
cessed form. Unfortunately, we were unable to perform
western blots directed against BMP9 from plasma. How-
ever, we could show that the supernatant of 293 cells
expressing recombinant BMP9 contains cleaved and unc-
leaved forms detected by using antibodies directed at the
BMP9 prodomain and BMP9 mature form (Suppl Fig. 1).
These two forms had already been shown by Coomassie
staining from a supernatant of Chinese hamster ovary
cell line expressing recombinant BMP9 [5]. This inactive
form can be experimentally cleaved and activated by
recombinant furin, suggesting that circulating inactive
BMP9 can be cleaved and activated extracellularly.
Although extracellular maturation of TGFb ligands is not
believed to be the rule, several cases have been reported.
Secretion of pro-TGFb1 has been observed in bovine
adrenocortical cells [35]. GDF15 was also shown to be
secreted as both processed and unprocessed forms [2]. Pro-
myostatin has been reported to be secreted by skeletal
muscle cells and cleaved extracellularly by furin proteases
[1]. Pro-nodal is secreted in a different region of the embryo
than the proprotein convertases and therefore first encounter
each other in the extracellular space, and this was shown to
be a critical step for localized nodal activation and early
embryo patterning [3]. Seven members of the proconvertase
family have been identified [9]. They have been shown to
cycle between the trans-Golgi network and cell surface.
Some are secreted and can be found in the extracellular
matrix and as such could play a role in the spatiotemporal
regulation of BMPs biological activity [37]. The role of this
uncleaved inactive circulating BMP9 form is not yet clear. It
might render the protein more stable, and/or it might allow
its activation to occur locally where secreted proconvertases
will be expressed. Our data demonstrate that we have here
identified another potential control mechanism that might
be important for regulating BMP9 bioavailability.
Analysis of BMP9 blood level during mouse develop-
ment using the ALK1-BRE-luciferase assay shows that
neither circulating BMP9 nor any other BMP activating the
Smad1/5/8 pathway is detectable at E9.5 (Fig. 4). This is
intriguing as ALK1 deletion is embryonic lethal at E10.5
[29, 38]. This suggests that the ALK1 ligand necessary at
this embryonic stage might be stored and act locally.
Interestingly, we detected circulating BMP9 at E17.5 and
this level increases until birth (6 ng/mL) and remains high
during the first 3 weeks after birth. This suggests that high
circulating BMP9 might be necessary for post-natal devel-
opment. In line with this hypothesis, it was recently shown
that the blockade of ALK1 signaling resulted in defective
vascular and lymphatic development in early postnatal mice
[28]. BMP9 circulating levels decrease a few weeks after
birth but remain around 2.5 ng/mL, i.e., higher than its EC50
for ALK1 activation (50 pg/mL). This suggests that endo-
thelial cells are constantly activated by BMP9. This is
indeed what we observed when we looked at the Smad1/5/8
phosphorylation status of rat aortic cross-sections. This
result is in accordance with a previous work that showed the
presence of phosphorylated Smad1/5/8 in endothelial cells
from various types of blood vessels [39]. These data further
emphasize the role of circulating BMP9 on endothelial cells,
which contributes to vascular quiescence in adults. Taken
together, our results show that BMP9 is mainly produced by
hepatocytes, and that it is circulating as inactive and active
complexes controlling endothelial cell activation.
322 M. Bidart et al.
123
In the present work, we have characterized the circulating
forms of BMP9 and developed two assays that allow the
measurement of either total BMP9 (BMP9 ELISA) or active
BMP9 (ALK1-BRE-luciferase assay) in blood. Other BMPs
have been described to be present in human or bovine serum
(BMP4 and BMP6) [18, 19]. However, it should be
emphasized that, although the ALK1-BRE-luciferase assay
allows the detection of all BMPs, as they all activate Smad1/
5/8 phosphorylation, performing this assay in ALK1-over-
expressing cells with very low quantities of serum or plasma
(0.5%) allows the specific detection of BMP9. This is due to
the much higher affinity of BMP9 for its receptor ALK1 than
that of the other BMPs for their receptors ALK2, ALK3 and
ALK6 (EC50 = 50 pg/mL for ALK1 and 50 ng/mL for the
other ALKs). In the future, it will therefore be very inter-
esting to measure either active or total BMP9 circulating
levels and to test whether they can represent biomarkers of
the angiogenic response, especially since two recent works
support the view that ALK1-Fc is a powerful antiangiogenic
agent capable of blocking vascularization [11, 25]. BMP9
measurements could therefore be particularly useful in the
follow-up of cancer patients or other vascular diseases
(HHT, Pulmonary Arterial Hypertension) treated with anti-
angiogenic drugs, as well as in liver diseases, or in other
diseases where deregulation of BMP signaling has been
shown to lead to pathological consequences [16].
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Size Exclusion Chromatography of murine plasma 
 250 µl of plasma from C57BL6 mice were run in a final volume of 500 µL (PBS; Flow rate: 0.5mL/min; 
Detector: UV-280nm) through a Superdex-200 HR 10/30 connected to Fast Liquid Chromatography system 
(BioLogic, Biorad, Hercules, CA). 50 fractions of 500 µL were collected. BMP9 levels from the different 
fractions were measured by the ALK1-BRE-Luciferase assay and the human BMP9 ELISA. Recombinant 
murine BMP9 (R&D Systems) was used for the standard curve in the two assays. Murine plasma was activated 
by furin as described for human plasma.  
 
Western blot analysis  
293 cells were transfected with the plasmid pCEP4 (Invitrogen) containing the coding sequence for full-length 
BMP9 using lipofectamine (Invitrogen). A 48 h supernatant was then TCA (12.5%) precipitated and the proteins 
were separated by SDS/PAGE Tris-Tricine (11 %) and analyzed by immunoblotting with anti-BMP9 and 
antipro-BMP9 (R&D Systems, AF3209 and AF3879, respectively).  
 
 Legends to Suppl Fig: 
 Suppl Figure 1: Characterization of the different forms of secreted recombinant BMP9 from 293 cell 
supernatants. 48h supernatants of transfected and untransfected 293 cells were TCA-precipitated and proteins 
were resolved by 10% SDS-PAGE, and immunoblotted with antibodies directed against mature BMP9 and the 
prodomain of BMP9.  
 
Suppl Figure 2: BMP9 circulates in murine plasma in a high molecular weight form. A: Proteins from a murine 
plasma were separated through gel filtration chromatography. BMP9 levels were then measured in the different 
fractions by two different means: the ALK1-BRE-luciferase assay and the BMP9 ELISA as described in 
Materials and Methods. The ALK1-BRE-luciferase assay data and the data obtained from the BMP9 ELISA are 
presented as pg/mL of BMP9.  
 








































Fraction number  
BMP9 ELISA  
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Ré sumé  
BMP9 (Bone Morphogenetic Protein 9) et BMP10 sont deux facteurs de croissance de la famille du 
TGFβ Ƌui paƌtageŶt le fait d’ġtƌe les ligaŶds du ƌĠĐepteuƌ ALK1 (Activin receptor-like kinase 1). Les mutations de 
ce récepteur sont la cause de 2 pathologies vasculaires, la maladie de Rendu Osleƌ et l’HǇpeƌteŶsioŶ AƌtĠƌielle 
Pulmonaire. L’iŶvalidatioŶ de Bmp10 a été décrite, elle entraîne une létalité embryonnaire du fait de graves 
défauts cardiaques. L’iŶvalidatioŶ de Bmp9, un facteur de quiescence de l’eŶdothĠliuŵ vasĐulaiƌe, Ŷ’avait pas 
encore été réalisée.  
Dans ce contexte l’oďjeĐtif de Đette thğse a ĠtĠ d’Ġtudieƌ les ƌôles ƌespeĐtifs de BMP9 et de BMP10 
dans les remodelages vasculaires. Nous avons pour cela utilisé les souris invalidées pour Bmp9, obtenues dans 
le Đadƌe d’uŶe ĐollaďoƌatioŶ aveĐ l’ĠƋuipe de S-J Lee (Baltimore, USA).  
Bien que les souris Bmp9-KO soient viables et fertiles, Ŷotƌe tƌavail ŵoŶtƌe Ƌu’elles présentent un 
réseau lymphatique anormal, avec un élargissement des vaisseaux et une réduction du nombre de valves dans 
leurs collecteurs. Les dĠfauts oďseƌvĠs oŶt uŶ ƌeteŶtisseŵeŶt foŶĐtioŶŶel suƌ l’effiĐaĐitĠ du dƌaiŶage 
lymphatique. En accord avec ces observations, nous avons pu montrer que BMP9 régule un certain nombre de 
gènes impliqués dans le développement du réseau lymphatique.   
En contraste avec les résultats précédents, la vascularisation de la rétine est normale chez les 
souriceaux Bmp9-KO. Cette absence de phénotype est causée par une redondance entre BMP9 et BMP10. En 
effet, la neutralisation de BMP10 chez les souriceaux Bmp9-KO entraîne une absence de maturation de la  
vascularisation de leur rétine. De plus, ces souriceaux présentent un défaut de fermeture de leur canal artériel. 
Ce vaisseau peƌŵet de dĠvieƌ le saŶg hoƌs des pouŵoŶs fœtauǆ ŶoŶ foŶĐtioŶŶels et sa feƌŵetuƌe au ŵoŵeŶt 
de la naissance est nécessaire à la survie postnatale.  
L’eŶseŵďle de Đe travail met en exergue les rôles de BMP9 et de BMP10 dans les remodelages 
vasculaires  périnataux lymphatiques et sanguins. 
 Abstract 
BMP9 (Bone Morphogenetic Protein 9) and BMP10 are two growth factors of the TGFβ family. They are 
both high affinity ligands for the receptor ALK1 (Activin receptor-like kinase 1), whose mutations are 
responsible of two vascular pathologies: Rendu-Osler disease and Pulmonary arterial hypertension. Bmp10 
invalidation has been described as embryonically lethal due to serious cardiac defects. BMP9 has been revealed 
as circulating vascular quiescence factor, but its inactivation has not been described before.  
In this context, the aim of my thesis was to evaluate the respective roles of BMP9 and BMP10 in 
vascular remodeling. We used Bmp9-KO mice for this purpose, which were provide by S-J Lee’s teaŵ fƌoŵ 
Baltimore (USA).  
Although these mice are viable and fertile, we showed that they displayed abnormal lymphatic vessels 
characterized by vessel enlargement and reduction in number of valves, leading to a decreased lymphatic 
draining efficiency. Consistent with these data, we showed that BMP9 regulates expression of several genes 
known to be involved in lymphatic development.  
In contrast, Bmp9 loss-of-fuŶĐtioŶ didŶ’t affeĐt ďlood vessels. We demonstrated that this was due to 
BMP9 and BMP10 redundancy, as BM10 neutralization in Bmp9-KO pups led to a dramatic decrease in retinal 
vascular expansion. These pups also display an abnormal closure of their ductus arteriosus. This vessel diverts 
blood away from the non-functional lungs during fetal life and its closure is essential for postnatal survival.  
Taken together, our results underlie the implication of BMP9 and BMP10 in lymphatic and blood 
postnatal vascular remodeling. 
